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OKRAJŠAVE IN SIMBOLI 
 
AGO                  proteini iz družine Argonavtov  
APC                  antigen predstavljajoče celice  
CD monoklonska protitelesa, s katerimi razlikujemo med posameznimi 
levkociti (ang. Cluster of Differentiation) 
dsRNA              dvoverižna RNA 
FADD               s Fas povezana smrtna domena (ang. Fas associated death domain) 
FALS                fotodetektor, ki  meri odboj ali lom svetlobe iz smeri vira svetlobe (ang.  
                          forward angle light scatter) 
FBS                   fetalni goveji serum (ang. fetal bovine serum) 
GADA               dekarboksilaza glutaminske kisline (ang. glutamic acid decarboxylase) 
HLA                   humani levkocitni antigen (ang. human leukocyte antigen) 
IAA                    protitelesa, ki delujejo proti inzulinu (ang. insulin autoantibody) 
ICAM                 adhezijske molekule  
IFN                     interferon  
Ig                        imunoglobulin 
IL                       interlevkin 
LAMP                z lizosomi povezani membranski proteini (ang. lysosome associated     
                           membrane protein)  
LFA                   integrinski receptor 
MBV                  multivezikularno telo (ang. multivesicular body) 
MFI                    svetilnost (ang. mean fluorescence intensity) 
MHC                  poglavitni histokompatibilni kompleks (ang. major histocompatibility  
                            complex) 
miRNA               mikro RNA (ang. microRNA) 
mRNA                informacijska RNA (ang. messenger RNA) 
NF-κB                jedrni faktor kapa B (ang. nuclear factor kappa B) 
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NK                     naravna celica ubijalka (ang. natural killer cells) 
OGTT                oralni glukozno tolerančni test 
PBMC                mononuklearne celice periferne krvi (ang. peripheral blood mononuclear 
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PDK                   fosfoinozitid odvisna proteinska kinaza (ang. phosphoinositide dependent 
                           protein kinase) 
PKR                   proteinska kinaza, ki se odzove na RNA (ang. protein kinase RNA) 
Pre-miRNA       prekurzor mikro RNA 
Pri-miRNA        primarna mikro RNA 
PRR                   receptorji za prepoznavo molekulskih vzorcev (ang. pattern recognition  
                           receptors) 
RALS                fotodetektor, ki meri odboj ali lom svetlobe pravokotno na smer vpadne  
                           svetlobe (ang. right angle light scatter) 
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RISC                  z RNA induciran kompleks za utiševanje genov (ang. RNA induced  
                           silencing complex) 
RNAi                  RNA interferenca (ang. RNA interference) 
siRNA                mala interferenčna RNA (ang. small interfering RNA) 
sRNA                 majhna RNA (ang. small RNA) 
ssRNA                enoverižna RNA 
STAT                 transkripcijski faktor (ang. signal transducer and activator of transcription) 
T1D                    diabetes tipa 1 (ang. Type 1 Diabetes) 
Tc                       citotoksični limfociti T 
TCR                    T-celični receptor 
TLR                    receptorji podobni Toll-u (ang. Toll-like receptors) 
TNF                    tumor nekrotizirajoči faktor 
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1 UVOD  
 
Diabetes tipa 1 je avtoimunska bolezen, ki se razvije kot posledica uničenja celic β 
pankreasa. Celice β pankreasa so odgovorne za sekrecijo inzulina. Uničenje vršijo 
citotoksični limfociti T. Posledica uničenja celic β je pomanjkanje inzulina in neravnovesje 
v homeostazi krvnega sladkorja (Boettler in von Herrath, 2010). Med začetno fazo 
diabetesa tipa 1, so celice β izpostavljene različnim vnetnim mediatorjem, kot so 
interlevkin-1β (IL-1β), tumor nekrotizirajoči faktor-α (TNF-α) in γ-interferon (IFN-γ). 
Kronična izpostavitev vpliva na delovanje celic β in vodi v zmanjšano proizvodnjo in 
sekrecijo inzulina ter posledično v uničenje celic z apoptozo ali nekrozo (Guay in sod., 
2011). 
 
Mikro RNA (miRNA) spadajo med kratke nekodirajoče molekule RNA, katerih vloga je 
regulacija genske ekspresije. Ekstracelularne miRNA se do tarčnih celic prenašajo z 
različnimi izvenceličnimi vezikli (Turchinovich in sod., 2013). Izvencelični vezikli so 
mikropartikli, pridobljeni iz različnih celic, lahko prenašajo proteine, lipide ali nukleinske 
kisline do tarčnih celic. Izvencelične vezikle delimo na eksosome, mikrovezikle in 
apoptotska telesca. Med seboj se razlikujejo po velikosti in biogenezi (Pardo in sod., 
2018). 
 
Različne miRNA molekule so pomembne pri razvoju bolezenskih stanj. Povečano 
izražanje miR-375 vpliva na znižano izločanje inzulina (Al-Haddad in sod., 2016). 
Natančen mehanizem razvoja diabetesa tipa 1 je še vedno neznan. S poznavanjem 
patogeneze bolezni bi izboljšali učinkovitost terapij ter vplivali na uspešno preprečevanje 
bolezni. 
 
Glavni mehanizem uničenja celic β je apoptoza, ki lahko nastane na več načinov. 
Mehanizem uničenja celic z izločanjem citotoksičnih proteinov (Roep, 2003), kot so 
perforin in grancimi, lahko zaznamo s testom citotoksičnosti citotoksičnih limfocitov T 
(Betts in sod., 2003). 
 
S testom citotoksičnosti CD107a smo želeli pokazati vpliv veziklov z mikro RNA 
(veziklov miRNA) na eksocitozo citotoksičnih limfocitov T pri bolnikih z diabetesom tipa 
1. 
 
Celice imunskega sistema producirajo vnetne citokine, ki so pomembni za propad celic β 
in razvoj diabetesa tipa 1 (Roggli in sod., 2010). Preverili smo sekrecijo vnetnih citokinov 
IL-6, TNF-α in IL-1β. 
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1.1 NAMEN NALOGE 
 
Magistrska naloga je izvedena kot del raziskave z naslovom RNK izvenceličnih veziklov 
pri sladkorni bolezni tipa 1 Kliničnega oddelka za endokrinologijo, diabetes in bolezni 
presnove (KOEBD) Pediatrične klinike, UKC Ljubljana ter službe za specialno 
laboratorijsko diagnostiko Pediatrične klinike, UKC Ljubljana.  
 
Namen raziskave je odkriti nove biomarkerje bolezni, ki so prisotni tako pri samem 
začetku kot tudi v različnih fazah bolezni. Odkritje novih označevalcev bi prispevalo k 
boljšemu razumevanju etiologije T1D in zapletov povezanih z boleznijo. 
 
V sklopu raziskave so na Pediatrični kliniki izolirali izvencelične vezikle iz krvne plazme 
bolnikov s T1D in zdravih posameznikov. Vzorci zdravih posameznikov so bili odvzeti v 
predhodnih raziskavah, ki jih je odobrila etična komisija. Izolirali so vezikularno RNA, jo 
kvantificirali in ocenili zastopanost dolžin RNA. Iz izolirane RNA so pripravili RNA 
knjižnice. Z bioinformacijskimi orodji, podatkovnimi bazami in statističnimi orodji so 
primerjali podatke pridobljene s sekvenciranjem z metodo naslednje generacije (ang. next 
generation sequencing - NGS) in določili količino prisotnih posameznih molekul RNA pri 
bolnikih s T1D in zdravimi posamezniki ter opredelili njihovo vlogo pri T1D. Najdene 
potencialne RNA, ki so značilne za T1D in morda za bolezensko patogenezo, so potrjevali 
s kvantitativno verižno reakcijo s polimerazo s sondami TaqMan za zaznavanje RNA. 
Značilne beljakovinske označevalce izvenceličnih veziklov, ki so se izkazali za 
diagnostično zanimive, so dokazovali z elektronsko mikroskopijo s tehnikami 
imunološkega označevanja in elektroforetskimi in spektroskopskimi metodami. 
 
Namen magistrske naloge je bil odkriti vpliv pripravljenih veziklov mikro RNA na 
eksocitozo citotoksičnih limfocitov T pri bolnikih z diabetesom tipa 1. Za dokaz vpliva na 
citotoksičnost smo v magistrski nalogi izbrali umetno sintetizirano miR-375, ki je bila ena 
izmed značilno navzočih molekul RNA, ki so jo izolirali iz bolnikov s T1D na Pediatrični 
kliniki UKC Ljubljana. 
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1.2 DELOVNE HIPOTEZE 
 
Delovne hipoteze magistrske naloge: 
 
- Domnevamo, da se bo pri bolnikih z diabetesom tipa 1 ob dodatku veziklov mikro 
RNA-375 povečala citotoksična odzivnost stimuliranih (CD3, CD28) limfocitov T. 
- Domnevamo, da bo imel dodatek veziklov mikro RNA-375 manjši vpliv na 
citotoksično odzivnost stimuliranih (CD3, CD28) limfocitov T pri zdravih 
posameznikih, kot pri bolnikih z diabetesom tipa 1. 
- Pričakujemo, da bodo imeli vezikli mikro RNA-375 večji vpliv na sekrecijo 
citokinov pri bolnikih z diabetesom tipa 1 kot pri zdravih posameznikih.  
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2 PREGLED OBJAV 
 
2.1 DIABETES TIPA 1 
 
Za diabetes tipa 1 (T1D) je značilno uničenje celic β pankreasa, ki proizvajajo inzulin. 
Uničenje celic β vršijo limfociti T, posledica je inzulinska pomanjkljivost in disregulacija 
glukoze. Celice β pankreasa normalno izločajo hormon inzulin, ki pretvori glukozo v 
glikogen, ob tem se zniža nivo glukoze v krvi (Faustman in Davis, 2009). 
 
Za T1D je značilen razvoj hiperglikemije skupaj s simptomi, kot so: žeja, izguba telesne 
teže, utrujenost, polidipsija, poliurija in polifagija. Lahko se razvije diabetična ketoacidoza 
(Lee in sod., 2018). 
Bolezen je ena izmed najpogostejših kroničnih avtoimunskih bolezni, ki se razvije v 
otroštvu. Največkrat se pojavi pri otrocih starih med 5 in 7 let ali tik pred puberteto. Za 
T1D večkrat obolevajo fantki. Največ novoodkritih primerov se pojavlja pozimi in jeseni. 
Dejavniki tveganja za razvoj diabetesa tipa 1 so: genetske spremembe, prehrana, vpliv 
okolja, virusna obolenja. Otroci staršev diabetikov imajo večje tveganje za razvoj T1D 
(Atkinson in sod., 2014). 
 
Največ primerov T1D predstavlja avtoimunsko posredovana motnja, ki jo imenujemo 
diabetes tipa 1A, poznamo pa še idiopatski tip 1B, za katerega je specifična patogeneza še 
vedno neznana. Drugi dejavniki, ki otežijo diferencialno diagnostiko, so: debelosti med 
otroci in odraslimi, razlike v zdravstveni negi, prepoznavanje bolezni, heterogeno genetsko 
ozadje bolezni, migracije in socialne spremembe (Atkinson in sod., 2014).  
 
2.1.1 Patofiziologija diabetesa tipa 1 
 
Diabetes tipa 1 je avtoimunska bolezen. Razvoj T1D je povezan z genskim polimorfizmom 
v regiji poglavitnega histokompatibilnega kompleksa (MHC). T-celični odziv, odvisen od 
MHC razreda I, je pomemben za iniciacijo in progresijo uničenja celic β pankreasa in vodi 
v razvoj T1D (Pinkse in sod., 2005). 
 
Za T1D je značilna prisotnost vnetnega infiltrata oziroma inzulitisa. Inzulitis je vnetje 
otočkov pankreasa, ki je prisoten v otočkih celic β. V vnetnih lezijah so prisotne celice T 
(Roep, 2003). 
 
Poleg celic β se v pankreasu nahajajo še celice α, ki proizvajajo glukagon, celice γ, ki 
izločajo somatostatin in celice PP, ki proizvajajo pankreasni polipeptid. Znotraj lezij 
inzulitisa prevladujejo citotoksični limfociti T (CD8+), sledijo jim makrofagi (CD68+), 
celice T pomagalke (CD4+), limfociti B (CD20+) in plazmatke (CD138+). V lezijah 
Horvat M. Vpliv veziklov mikro RNA na eksocitozo citotoksičnih limfocitov T pri diabetesu tipa 1. 5 
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2018 
 
inzulitisa so redke regulatorne celice T (FOXP3+) in naravne celice ubijalke (celice NK) 
(Atkinson in sod., 2014). 
 
Inzulin se producira in izloča skozi sekretorne granule, v stresnih pogojih je pogosto 
napačno lociran v citosolu. Veriga B inzulina lahko postane tarča proteolitične razgradnje 
citosolnih proteasomov, zato se transportira do endoplazmatskega retikuluma, kjer se veže 
na MHC razreda I, kjer jo prepoznajo celice T CD8+ na površini celic β (Pinkse in sod., 
2005). 
 
Apoptoza je glavna oblika β-celične smrti pri T1D, je reguliran proces, aktiviran ali 
modificiran z ekstracelularnimi signali, intracelularnimi signali, nivojem ATP, 
fosforilacijskimi kaskadami in ekspresijo apoptotskih genov. Imunske celice v lezijah 
inzulitisa producirajo vnetne citokine: IL-1β, TNF-α in IFN-γ (Cnop in sod., 2005). 
 
IL-1β, TNF-α in IFN-γ inducirajo β celično apoptozo preko aktivacije genov celic β pod 
kontrolo transkripcijskih faktorjev NF-κB in STAT-1 (Cnop in sod., 2005). 
 
Kontaktno odvisna apoptoza, inducirana s citotoksičnimi limfociti T, lahko nastane s 
pomočjo dveh mehanizmov. Prvi mehanizem je s perforinom, skupaj s serinskimi 
proteazami (grancimi), ki se izločajo ob eksocitozi in inducirajo apoptozo celic β. Drugi 
mehanizem vključuje aktivacijo β-celičnih receptorjev, kot je Fas (CD95), ki se veže z 
ligandom Fas (FasL), poteče kaskada reakcij, katere rezultat je apoptoza celice β. 
Apoptoza, povzročena z mehanizmom Fas, zahteva predhodno izpostavljenost celic β 
citokinom. Razlog za neuspešno regeneracijo celic β, bi lahko bil povečana občutljivost 
celic β na delovanje vnetnih citokinov (Roep, 2003). 
 
T1D je poligenetska motnja, zelo pomemben genetski dejavnik je sistem humanega 
levkocitnega antigena (ang. human leukocyte antigen – HLA). Regija HLA na kromosomu 
6 (IDDM1 lokus) povzroči približno polovico genetskih dovzetnosti, ki vodijo v razvoj 
T1D. Med mnogimi tipi HLA ima največji vpliv na razvoj bolezni HLA razreda II 
(Atkinson in sod., 2014). Dokazali so, da imajo bolniki z izraženim HLA-DR3-DQ2 in 
HLA-DR4-DQ8 večjo gensko predispozicijo za razvoj T1D (Roep, 2003). Genetska 
dovzetnost lahko vpliva tudi na odzive na okoljske stimulacije ali fiziološke poti (Atkinson 
in sod., 2014). 
 
2.1.2 Diagnostika diabetesa tipa 1 
 
Diagnostika T1D temelji na povečani koncentraciji glukoze v plazmi (Bajalo, 2005). 
Diabetes diagnosticiramo, če je povečanje krvnega sladkorja na tešče višje od 7 mmol/L 
oziroma kadar krvni sladkor presega 11 mmol/L. Za diagnostiko mejne bazalne glikemije 
in diabetesa je pomemben oralni glukozni tolerančni test (OGTT) (Atkinson in sod., 2014). 
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Pri večini posameznikov se spremembe v sekreciji inzulina in toleranci na glukozo 
pojavijo v mesecih ali letih, preden so detektirana avtoprotitelesa otočkov pankreasa. 
Pomembno za razlikovanje med diabetesom tipa 1 in diabetesom tipa 2 je prisotnost 
avtoprotiteles proti β-celičnim avtoantigenom. Več kot 90 % posameznikov z 
novoodkritim T1D ima eno ali več naslednjih avtoprotiteles: protitelesa, ki delujejo proti 
inzulinu (ang. insulin autoantibody -IAA), dekarboksilaza glutaminske kisline (ang. 
glutamic acid decarboxylase - GADA), cinkov transporter 8 (ang. zinc transporter 8 - 
ZnT8A). Avtoprotitelesa se lahko pojavijo zelo zgodaj, npr. pri 6 mesecih starosti, z vrhom 
incidence pred starostjo dveh let v genetsko dovzetnih posameznikih, lahko so prisotna 
mesece ali leta, preden se bolezen razvije (Atkinson in sod., 2014). 
 
Simptomi bolezni se pojavijo takrat, ko je uničena kritična masa celic β. Simptomatska 
faza nastane po tihi fazi, ki traja več mesecev ali let (Atkinson in sod., 2014). 
 
Velikokrat se bolezen razvije takrat, ko je nefunkcionalnih 90-95 % celic β, diagnozo 
lahko postavimo takrat, ko dve tretjini otočkov več ne proizvajata inzulina. Po diagnozi in 
metabolni stabilizaciji lahko nekateri bolniki obdržijo sposobnost produkcije endogenega 
inzulina. Ohranjanje izločanja lastnega inzulina je pomemben terapevtski cilj (Atkinson in 
sod., 2014). 
 
Po diagnozi je sposobnost preostalih celic β izmerjena s količino C-peptida. C-peptid je 
izločen iz celic β v razmerju 1:1 z inzulinom. Otroci in mladostniki izgubijo endogeno 
produkcijo inzulina hitreje kot odrasli s T1D (Atkinson in sod., 2014). 
 
2.1.3 Zdravljenje in nadzor diabetesa tipa 1 
 
Zdravljenje diabetesa tipa 1 poteka z inzulinom (Bajalo, 2005). Nadzor diabetesa vključuje 
analoge inzulina in mehansko tehnologijo, kot so inzulinske črpalke, glukozni monitorji. 
Pomembno za razvoj terapij je razumevanje fiziološke vloge endokrinega pankreasa in 
izboljšava načina življenja ter preprečitev zapletov bolezni (Atkinson in sod., 2014). 
 
2.2 CITOTOKSIČNI ODZIV CITOTOKSIČNIH LIMFOCITITOV T 
 
Citotoksični limfociti T CD8+ so pomembne celice imunskega sistema. Zreli citotoksični 
limfociti T (Tc) nastanejo z aktivacijo naivnih citotoksičnih celic v timusu. Tc imajo 
pomembno vlogo pri imunski obrambi, saj s svojo citotoksično sposobnostjo odstranjujejo 
spremenjene lastne celice (npr. tumorske celice), pomembne so tudi pri zavračanju 
transplantiranih organov (Vozelj, 2000). 
 
Naivne celice T CD8+ krožijo skozi sekundarne limfatične organe in se lahko aktivirajo s 
T- celičnim receptorjem (ang. T cell receptor – TCR) po spoznanju kompleksa peptid – 
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molekula MHC I. Potreben je še kostimulacijski signal CD28-B7 in signal, ki se sproži ob 
interakciji IL-2 z močno afinitetnim receptorjem za IL-2 (Vozelj, 2000). Po aktivaciji 
naivne celice T le-ta proliferira in se diferenciira v efektorsko celico Tc. Tc morajo tarčne 
celice zaznati, vzpostaviti se mora kontakt celica na celico, da se vzpostavi imunska 
sinapsa (Halle in sod., 2017). 
 
Za razkroj tarčne celice s Tc obstajata dve poti: izločanje citotoksičnih proteinov, ki 
napadejo tarčno celico, ali z interakcijo liganda Fas vezanega na Tc membrano z 
receptorjem za Fas na površini tarčne celice (Vozelj, 2000). 
 
2.2.1 Uničenje celic z izločanjem citotoksičnih proteinov 
 
Membranski kompleks TCR-CD3 na Tc prepozna antigen v povezavi z molekulo MHC I 
na tarčni celici, vzpostavi se kontakt Tc s tarčno celico. Pri tem se integrinski receptor 
LFA-1 na membrani Tc veže z medceličnimi adhezijskimi molekulami (ICAM) na 
membrani tarčne celice, nastane konjugat obeh celic (Vozelj, 2000). Degranulacija Tc 
poteče hitro po stimulaciji s TCR kot rezultat polarizirane mobilizacije mikrotubolov, ki 
prenašajo litične granule konjugata. Ko granula doseže plazemsko membrano Tc, 
membrana fuzira in z eksocitozo sprosti vsebino granule v prostor med celicama, rezultat 
je smrt tarčne celice (Betts in sod., 2003). 
 
Litične granule so membransko vezani sekretorni lizosomi, ki vsebujejo številne proteine 
kot so perforin in grancimi. Sredica granule je obdana z lipidnim dvoslojem, ki vsebuje z 
lizosomi povezane membranske proteine (ang. lysosome associated membrane protein - 
LAMP): CD107a (LAMP-1), CD107b (LAMP-2), CD63 (LAMP-3). LAMP proteini 
normalno niso prisotni na površini Tc, prisotni so le, ko je Tc aktiviran. Prisotnost CD107a 
in CD107b v citotoksičnih granulah ima zaščitno vlogo, saj varuje pred uhajanjem vsebine 
granule v normalnih necitotoksičnih pogojih (Betts in sod., 2003). 
 
2.2.2 Uničenje celic z interakcijo liganda Fas vezanega na membrano Tc z 
receptorjem za Fas na površini tarčne celice 
 
Ligand Fas spada v skupino II transmembranskih proteinov. Protein FasL ima pomembno 
vlogo v homeostazi imunskega sistema, z vezavo na receptor Fas (CD95) inducira 
apoptozo (Dockrell, 2003). 
 
Fas/FasL spadata v družino tumor nekrotizirajočih faktorjev, vsak izmed njiju vsebuje eno 
transmembransko domeno (Rauf in sod., 2012). Sinteza proteinov FasL je omejena na 
limfocite in celice NK (Ashkenazi in Dixit, 1998). 
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Vezava FasL z Fas sproži receptorsko oligomerizacijo, ki vključuje s Fas povezano smrtno 
domeno (ang. Fas associated death domain – FADD). FADD veže prokaspazo 8 in s 
samocepitvijo omogoči aktivacijo kaspaze 8. Kaspaza 8 aktivira efektorsko kaspazo, kar 
vodi v kontrolirano celično smrt, apoptozo (Rauf in sod., 2012). 
 
2.2.3 Test citotoksičnosti citotoksičnih limfocitov T 
 
Citotoksično aktivnost so v preteklosti merili s semikvantitativnimi in potencialno 
invazivnimi metodami, vključevale so test sprostitve radioaktivnega izotopa kroma (51 Cr), 
ki se sprosti ob uničenju celic ali z merjenjem sprostitve fluorescentnih barvil iz tarčnih 
celic (Betts in sod., 2003). 
 
Test citotoksičnosti CD107a temelji na detekciji CD107a (LAMP-1), ki je marker 
degranulacije celic ubijalk in aktiviranih citotoksičnih limfocitov T (Aktas in sod., 2009). 
 
S testom citotoksičnosti citotoksičnih limfocitov T direktno določimo degranulacijo celic T 
CD8+, tako da s protitelesi konjugiranimi s fluorescenčnimi barvili označimo CD107a in 
CD107b ter izmerimo njuno ekspresijo na celici s pretočnim citometrom (Betts in sod., 
2003). 
 
2.3 MIKRO RNA 
 
Mikro RNA so majhne, 19-23 nukleotidov dolge enoverižne nekodirajoče molekule RNA. 
miRNA so regulatorne molekule, uravnavajo ekspresijo proteinov, pomembno vlogo imajo 
pri številnih bioloških procesih, kot so: celična diferenciacija, proliferacija, organogeneza, 
imunost, migracija, invazija, vnetje... Prva miRNA, ki so jo poimenovali lin-4, je bila 
odkrita v nematodi Caenorhabditis elegans. Izraz miRNA je bil uveden leta 2001 in je 
označeval majhne molekule RNA, katerih vloga je regulacija sinteze proteinov (Sonkoly in 
Pivarcsi, 2011). 
 
Ena molekula miRNA lahko regulira več tarčnih mRNA zaradi komplementarne sekvence 
(ang. seed region) s katero se veže na neprevedeno zaporedje 3 ̕ UTR. (ang. non translated 
region ) tarčne mRNA. Več različnih miRNA lahko vpliva na isto tarčno mRNA. Rezultat 
delovanja večih miRNA na isto tarčo ima lahko različne vplive, kot je višja stopnja 
inhibicije mRNA. Za gene, ki so esencialni in morajo biti stalno prepisani na visokem 
nivoju (gospodinjski geni, geni za protimikrobne peptide), je značilno, da imajo zelo kratka 
zaporedja 3̕ UTR, na tak način se izognejo prekomerni regulaciji z miRNA (Sonkoly in 
Pivarcsi, 2011). 
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miRNA so pomembne molekule pri razvoju bolezenskih stanj. Motnje v regulaciji 
ekspresije miRNA so odkrili pri shizofreniji, srčnih bolezni, avtoimunskih boleznih, pri 
razvojnih abnormalnostih, vnetnih boleznih, tumorjih (Sonkoly in Pivarcsi, 2011). 
 
Nekodirajoče RNA lahko vplivajo na intercelularno komunikacijo z izvenceličnimi vezikli. 
Taka aberantna ekspresija kratkih nekodirajočih RNA lahko povzroči povečano imunsko 
toleranco, slab terapevtski odziv in poveča metastatsko aktivnost v heterogenem tumorju 
ali pri tumorjih, ki so povezani z mikrookoljem celic (Catuogno in sod., 2018). 
 
2.3.1 Biogeneza mikro RNA 
 
Zrele miRNA so oblikovane z dvema cepitvama zaporedja iz prepisa primarne miRNA 
(pri-miRNA), ki je dolg več 100 nukleotidov. Prvi korak cepitve je kataliziran v jedru 
celice z encimom RNaza III, imenovanim Drosha, ki generira 70 do 100 nukleotidov dolgo 
lasnico prekurzurja miRNA (pre-miRNA) (Chen in sod., 2012). Esencialni kofaktor za 
encim Drosha je DGCR8 (ang. Di George critical region 8) (Inácio in sod.,2018).  
 
Sledi prenos pre-miRNA iz jedra v citoplazmo s prenašalnim proteinom eksportin-5 (Slika 
1). V citoplazmi cepi RNaza III, imenovana Dicer pre-miRNA, na 22 nukleotidov dolge 
dvoverižne miRNA (dupleks miRNA). Ena od verig se inkorporira v ribonukleoproteinski 
kompleks, imenovan z RNA, induciran kompleks za utiševanje genov (ang. RNA induced 
silencing complex – RISC) in deluje kot zrela miRNA (Chen in sod., 2012). 
 
Slika 1: Biogeneza miRNA (Guay in Regazzi, 2015). 
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V kompleksu RISC so pomembni proteini iz družine Argonavtov in Argonavt 2 (AGO2), ti 
proteini so ključni pri utiševanju mRNA z miRNA. Zrela miRNA vodi tarčni kompleks 
RISC do komplementarnega zaporedja mRNA, ki se nato inaktivira s cepitvijo, 
deadenilacijo ali s represijo translacije mRNA v protein. Regulacija miRNA temelji na 
stopnji komplementarnost miRNA in tarčno mRNA (Chen in sod., 2012). Enoverižna 
miRNA prepozna zaporedje 3̕ UTR tarčne mRNA s 5̕ koncem vezavne domene, dolge 2-7 
nukleotidov (ang. seed domain) (Inácio in sod., 2018). Degradacija mRNA je lahko 
inducirana z endonukleolitično cepitvijo z RISC (Iwakawa in Tomari, 2015). 
 
2.3.2 Transport miRNA 
 
miRNA se lahko prenašajo z različnimi transportnimi sistemi, kot so: apoptotska telesca, 
mikrovezikli, eksosomi ali s kompleksi protein-miRNA. S transportom miRNA je mogoč 
intercelularni prenos genetskega materiala (Chen in sod., 2012).  
 
Izvencelični membranski vezikli imajo pomembno vlogo v medcelični komunikaciji; poleg 
miRNA lahko transportirajo mRNA ali proteine (Slika 2). Po velikosti jih razdelimo v tri 
skupine: eksosomi (40 do 100 nm), mikrovezikli (100 nm do 1 µm) in apoptotska telesca 
(1 µm do 4 µm) (Krajnc in sod., 2015). 
 
 
Slika 2: Vrste in nastanek izvenceličnih veziklov. A: večji vezikel nastane že v notranjosti celice in je poln 
manjših veziklov, ki jih celica sprosti v okolje. B: brstenje veziklov s celične membrane, membrana se izviha 
navzven in odcepi kot mehurček. C: nastanek apoptotskih telesc med apoptozo (Krajnc in sod., 2015). 
 
Vezikle proizvajajo različne celice: matične celice, krvne celice, mastociti, adipociti, 
sinciciotrofoblasti. Eksosomi se izoblikujejo iz endosomov. Endosomi, ki nastanejo z 
brstenjem plazemske membrane v citoplazmo, izoblikujejo multivezikularno telo (ang. 
multivesicular body - MBV). MBV eksocitira in fuzira s plazemsko membrano ter sprosti 
eksosome v ekstracelularni prostor (Chen in sod., 2012). 
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Mikrovezikli nastanejo iz plazemske membrane, v zunajcelični prostor se sprostijo z 
brstenjem oziroma izvihanjem plazemske membrane navzven (Chen in sod., 2012). 
 
Apoptotska telesca producirajo celice med apoptozo. Apoptotska telesca, sproščena iz 
tumorskih celic, lahko prenašajo nukleinske kisline, ki povzročijo transformacijo 
normalnih celic v maligne celice. Tumorsko vodeni mikrovezikli, ki prenašajo specifične 
molekule, lahko modificirajo okolje okoli normalne celice s spremembo translacijskega 
profila tarčne celice. Tumorske celice uporabljajo eksosome, da transportirajo genetsko 
informacijo, miRNA in podpirajo tumorsko rast in progresijo (Chen in sod., 2012). 
 
2.3.3 Ekstracelularne miRNA  
 
Večino miRNA najdemo v znotrajceličnem prostoru. Obstajajo pa tudi zunajcelične 
miRNA, ki v visokih koncentracijah krožijo po različnih telesnih tekočinah (serum, 
plazma, slina, urin in mleko). Kljub visoki ribonukleazni aktivnosti so zunajcelične 
miRNA zaščitene pred razkrojem, odporne so na ekstremne temperature, pH, cikle 
zamrzovanja ali odmrzovanja. Mikrovezikli, apoptotska telesca ali eksosomi omogočajo 
transport miRNA po telesnih tekočinah, hkrati pa ščitijo pred RNazami (Chen in sod., 
2012).  
 
2.3.4 Uporaba mikro RNA v terapevtiki  
 
miRNA so vpletene v ekspresijo genov na posttranskripcijskem nivoju. Razumevanje 
vloge različnih miRNA molekul in patoloških procesov bi lahko zagotovilo razvoj novih 
terapevtskih tarč (Chen in sod., 2012). Nekodirajoče molekule RNA so pomemben 
heterogen razred molekul za zdravljenje hudih ali neozdravljivih obolenj, kjer je uporaba 
natančnih terapevtskih tarč nujna. miRNA in siRNA inhibirata gensko ekspresijo s 
posttranskripcijskim procesom, imenovanim RNA-interferenca (ang. RNA interference – 
RNAi), s prepoznavo specifičnih 3̕ UTR zaporedij tarčnih genov; miRNA ali siRNA 
inhibirata translacijo proteinov ali inducirata razgradnjo tarčne mRNA (Catuogno in sod., 
2018) .  
 
miRNA in siRNA sta uporabni v personalizirani medicini, saj z zamenjavo okvarjene 
miRNA ali siRNA spremenimo gensko izražanje v patološko spremenjenih celicah ali 
tkivih. miRNA so visoko specifične molekule z nizko toksičnostjo (Catuogno in sod., 
2018). 
 
Prvi miRNA terapevtik je bila kratka protismiselna zaklenjena nukleinska kislina (ang. 
locked nucleic acid - LNA) anti-miR-122, imenovana Miravirsen. Razvil jo je Santaris 
Pharma, uporablja se za zdravljenje hepatitisa C (Catuogno in sod., 2018). 
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Trenutno so pomembne raziskave v iskanju protismiselnih (anti-miRNA) molekul za 
zdravljenje fibroze, hepatitisa C, ateroskleroze in tumorjev. Da postanejo RNA primerne za 
terapevtske namene, morajo biti izboljšane njihove farmakodinamske in farmakokinetske 
lastnosti, sposobne morajo biti doseči tarčno mesto delovanja in natančno uravnavati 
izražanje tarčnih genov. Za zmanjšanje kopičenja terapevtikov v tkivih je pomembna 
uporaba dostavnih sistemov. Dostavni sistem mora varovati RNA molekule pred 
razgradnjo in aktivacijo imunskega sistema, spodbujati selektivno prepoznavanje tarčnih 
celic ter akumulacijo v tarčno tkivo (Catuogno in sod., 2018). 
 
Mikrovezikli imajo kot terapevtski dostavni sistem velik potencial, saj so naravni dostavni 
sistem endogenim celicam in jih imunski sistem ne zazna (Chen in sod., 2012).   
 
2.3.5 Uporaba mikro RNA kot biomarkerjev 
 
Ekstracelularne miRNA se nahajajo v različnih telesnih tekočinah. Spremembe v nivoju 
ekstracelularnih krožečih miRNA so povezane z določenimi patološkimi stanji. Izločene 
miRNA v telesnih tekočinah lahko pokažejo fiziološki status celic ali organov, iz katerih 
izhajajo (Chen in sod., 2012). 
 
Pomemben je razvoj miRNA podpisov za bolezensko diagnostiko, identifikacijo tumorjev, 
predvidevanje odziva na terapijo in za preučevanje odpornosti proti zdravilom (Hammond, 
2015).  
 
Metode za detekcijo miRNA kot potencialnih biomarkerjev so omejene na detekcijo že 
poznanih sekvenc miRNA, z njimi profiliramo ekspresijo večih miRNA hkrati. Metode 
temeljijo na hibridizaciji mikromrež in na sekvenciranju nove generacije (Hammond, 
2015). 
 




miR-375 ima pomembno vlogo pri regulaciji izločanja inzulina v celicah β (Maoion sod., 
2013). Je specifična miRNA za otočke pankreasa. Njeno prekomerno izražanje zniža 
izločanje inzulina (Al-Haddad in sod., 2016), tako da deluje na miotropin (Mtpn). Gen 
mtpn je tarča delovanja miR-375 v celicah β pankreasa, represija izražanja mtpn je 
posredovana z vezavo miR-375 na zaporedje 3̕UTR tarčne mRNA. miR-375 reprimira 
translacijo mRNA od 3̕-fosfoinozitida odvisne proteinske kinaze (ang. phosphoinositide 
dependent protein kinase-1 - PDK1) in zmanjša prepis gena z zapisom za inzulin (Mao in 
sod., 2013). Ko je miR-375 utišana, se izločanje inzulina poveča (Al-Haddad in sod., 
2016).  
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miR-375 je pomembna pri vzdrževanju β-celične mase in pri embrionalnem razvoju 
pankreasa. Izražanje miR-375 nadzorujeta dva transkripcijska faktorja Pdx-1 in 
NeuroD/Beta2, ki sta pomembna pri razvoju endokrinega pankreasa in produkciji inzulina. 
miR-375 je povezana z začetkom hiperglikemije, lahko jo detektiramo v plazmi (Mao in 
sod., 2013). 
 
Zaradi pomembne vloge pri regeneraciji in proliferaciji celic β ter pri sekreciji inzulina je 




RNA41 je nespecifična enoverižna RNA molekula. Zaradi podobne velikosti v primerjavi z 
miRNA se lahko uporabi kot molekula primerna za negativno kontrolo v poskusih z 
miRNA (He in sod., 2013). 
 
2.4 IMUNSKI ODZIV NA TUJE NUKLEINSKE KISLINE 
 
Proces imunološkega prepoznavanja in odziva na nelastne nukleinske kisline, kot je 
siRNA, je posredovan s prirojenim imunskim sistemom. Prirojeni imunski odziv je 
karakteriziran z indukcijo majhnih signalnih molekul, imenovanih citokini, vključno z 
interlevkini, interferoni tipa I in TNF-α. Prirojeni imunski odziv sproži stimulacija vzorčno 
prepoznavnih receptorjev (ang. pattern recognition receptor - PRR). PRR prepoznajo 
patogene vzorce, ki niso prisotni na lastnih celicah. Za prepoznavo nukleinskih kislin je 
imunski sistem razvil različne PRR, ki prepoznajo različne strukture RNA. Dva poglavitna 
razreda PRR, ki prepoznavata različne siRNA, vključujeta Toll-u podobne receptorje (ang. 
Toll-like receptor - TLR) in citoplazemske receptorje (Kanasty in sod., 2012). 
 
TLR so razred PRR, ki prepoznajo strukturno ohranjene regije patogenov. Za vsakega iz 
družine TLR je značilno, da prepoznava različne molekule, povezane s patogeni. TLR3 
prepoznava dvoverižno RNA (dsRNA), medtem ko TLR7 in TLR8 prepoznavata 
enoverižno RNA (ssRNA). TLR3 se odzove na dsRNA, ki je značilna za virusno 
replikacijo in se nahaja v liziranih ali apoptiranih, z virusi okuženih celicah. Pri ljudeh je 
TLR3 izražen v endosomih in na celični površini določenih celičnih populacij (Kanasty in 
sod., 2012). 
 
TLR7 in TLR8 so pomembni receptorji, saj prepoznajo sekvenčno specifične ssRNA. 
Nahajajo se v intracelularnih veziklih, vključno z endosomi, lizosomi in v 
endoplazmatskem retikulumu plazmacitoidnih dendritičnih celic, celic B in mieloidnih 
celic. Receptorji TLR7 so primarno locirani v endosomih plazmacitoidnih dendritičnih 
celic, medtem ko se receptorji TLR8 nahajajo v endosomih mieloidnih celic (Kanasty in 
sod., 2012). 
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TLR9 zaznava nemetilirano DNA. Lahko je aktiviran s sintetičnimi nukleotidi, ki 
vsebujejo citidin-fosfat-gvanozin motive (CpG). Zaznavanje TLR9 je omejeno na 
endosomalne kompartmente imunskih celic (Gantier, 2013). 
 
siRNA, ki vsebujejo z uridini bogata zaporedja, imajo povečano imunostimulatorno 
aktivnost. Aktivacija TLR7 v plazmacitoidnih dendritičnih celicah inducira produkcijo 
IFN-α, medtem ko TLR8 sproži sekrecijo TNF-α in IL-12p70 (Gantier in sod., 2010). 
 
Poleg endosomalnih TLR-jev, tudi več citoplazemskih receptorjev uravnava imunski odziv 
na siRNA. PKR je proteinska kinaza, ki se odzove na dsRNA in siRNA ter lahko povzroči 
inhibicijo translacije proteinov, kadar je PKR aktiven, sproži interferonski odziv (Kanasty 
in sod., 2012). 
 
RIG-I je citoplazemski PRR, izražen v fibroblastih in dendritičnih celicah, lahko povzroči 
močan interferonski odziv ob prisotnosti različnih oblik siRNA (Kanasty in sod., 2012). 
Medtem ko TLR7/8 in TLR9 zaznata endosomalno RNA ali DNA v imunskih celicah, 
RIG-I detektira citoplazemsko RNA v imunskih in neimunskih celicah (Gantier, 2013). 
 
Na obliko in stopnjo imunostimulacije vplivajo številne funkcije siRNA (Kanasty in sod., 
2012).  
 
2.5 CITOKINI V POSKUSU 
 
V raziskavi smo določali pomembne vnetne citokine, ki so vpleteni v razvoj nastanka 
diabetesa tipa 1: TNF-α, IL-1β in IL-6.  
 
2.5.1 Tumor nekrotizirajoči faktor-α 
 
Tumor nekrotizirajoči faktor-α (TNF-α) je pleotropni citokin, vpleten v patogenezo 
različnih fizioloških procesov (Mehta in sod., 2018). TNF-α producirajo makrofagi, celice 
NK, celice T CD4+, endotelijske celice in adipociti kot odgovor na lipopolisaharid (LPS) 
ali na druge bakterijske produkte (Nepom in sod., 2013). TNF je poglavitni mediator 
imunskega odziva na po gramnegativne bakterije (Vozelj, 2000). Njegovo delovanje je 
pomembno pri nadzoru vnetja, pri protitumorskih odzivih in pri vzdrževanju homeostaze 
imunskega sistema (Mehta in sod., 2018). TNF vpliva na nastajanje proteinov akutne faze 
in na razvoj septičnega šoka. Vpleten je v patogenezo odpornosti na inzulin in v razvoj 
metabolnih sindromov. TNF deluje sinergistično, skupaj z IL-1 in IFN-γ pri indukciji β-
celične disfunkcije in apoptoze celic β (Nepom in sod., 2013). 
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Interlevkin-1β (IL-1β) spada v skupino IL-1 vnetnih citokinov. Inducira vnetni odziv v 
tkivih in organih. IL-1β je pirogen, povzroča povišanje telesne temperature (Piccioli in 
Rubartelli, 2013). IL-1β vpliva na nastajanje proteinov akutne faze. Izdelujejo ga predvsem 
aktivirani makrofagi (Vozelj, 2000) in monociti. Pomembno vlogo ima pri razvoju 





Interlevkin-6 (IL-6) je pleotropni citokin, izdelujejo ga monociti in celice T. Povezan je z 
razvojem kroničnih vnetnih bolezni. IL-6 je pomemben pri popravilu poškodb DNA, 
proliferaciji, invaziji, metastaziranju, angiogenezi in metabolnih spremembah. Povečanje 
vrednosti IL-6 v serumu je povezano z napredovanjem tumorja (Unver in McAllister, 
2018). IL-6 je poglavitni mediator reakcije akutne faze in deluje neposredno na hepatocite, 
da producirajo CRP, komponente komplementa in druge proteine akutne faze (Vozelj, 
2000). 
 




Monoklonska protitelesa CD3 se vežejo na T-celične receptorje, ki so izraženi le na celicah 




CD28 ima pomembno vlogo pri fosforilaciji, transkripcijskem signaliziranju in produkciji 
citokinov, kemokinov ali signalov potrebnih za preživetje pri ekspanziji in diferenciaciji 
celic T. Deluje kot kostimulator. Pomembno vlogo ima pri proliferaciji in efektorski 
funkciji celic T. CD28 je glikoprotein, ki spada v superdružino imunoglobulinov IgSF 
(Esensten in sod., 2016).  
 
2.7 UPORABLJENI TRANSFEKCIJSKI REAGENT V POSKUSU 
 
DOTAP je kationski lipid. Kationski lipidi so majhne amfifilne molekule, katere so 
sestavljene iz pozitivno nabite polarne glave in hidrofobnega repa. Pozitivno nabita glava 
lipida je pomembna, saj se poveže z negativno nabito fosfatno skupino nukleinske kisline, 
nato se zaradi elektrostatskih interakcij oblikuje kompleks, imenovan lipopleks (Zhi in 
sod., 2018). 
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Kationski materiali so zelo pogosto uporabljeni za transport (dostavni sistem) siRNA, 
zaradi elektrostatskih interakcij zlahka kondenzirajo RNA. Na splošno kationski in lipidni 
materiali prenašajo siRNA s posredovanjem endosomalnega privzema v celico in 
kasnejšega endosomalnega pobega v citoplazmo celice. Ko je siRNA ujeta s kationskim 
dostavnim reagentom (materialom), potuje preko večih subceličnih lokacij, kar ji omogoča 
interakcije s receptorji TLR v endosomalnih kompartmentih imunskih celic, kot tudi RIG-I 
in PKR, ki sta prisotna v citoplazmi večine celičnih tipov (Kanasty in sod., 2012). 
 
Pomembna je toksičnost dostavnega materiala, saj lahko sproži številne mehanizme, med 
drugim imunostimulacijo, destabilizacijo membrane, alteracije v celičnem signaliziranju ali 
genski ekspresiji. Pogost toksičen dejavnik lipopleksov je njihov pozitiven naboj, na 
katerega vpliva okolje z nizkim pH endosomov in lizosomov. Celična toksičnost 
kationskih lipidov je povzročila povečano produkcijo reaktivnih kisikovih zvrsti in 
povečanje nivoja celičnega kalcija. Toksičnost kationskih lipidov je odvisna od njihove 
strukture in formulacije. Oblikovanje veziklov s kationskimi lipidi in negativno nabito 
nukleinsko kislino lahko delno nevtralizira njihov pozitiven naboj, kar vpliva na 
zmanjšanje toksičnosti; posledično se lahko toksičnost posameznega lipida razlikuje od 
toksičnosti vezikla (Kanasty in sod., 2012). 
 
2.8 UPORABA IN DELOVANJE PRETOČNEGA CITOMETRA 
 
Uporaba pretočne citometrije zagotavlja hitro in natančno analizo celičnih populacij. S 
pretočnim citometrom lahko izmerimo optične in fluorescenčne lastnosti posamezne celice 
ter določamo populacije celic (Brown in Wittwer, 2000). 
 
Fluorescentna barvila se vežejo ali interkalirajo z različnimi celičnimi komponentami, kot 
sta na primer RNA ali DNA. Protitelesa, konjugirana z različnimi fluorescentnimi barvili 
se lahko vežejo s specifičnimi proteini na celični membrani ali v celicah (Brown in 
Wittwer, 2000). 
 
Ko označene celice potujejo ena za drugo mimo vira svetlobe, preidejo fluorescentne 
molekule na višji energetski nivo. Ko se fluorescentne molekule vrnejo nazaj v osnovno 
stanje, fluorokrom odda svetlobno energijo višje valovne dolžine (Brown in Wittwer, 
2000). Spremembe meri sistem fotosprejemnikov (Ihan in Kopitar, 2010). Uporaba 
različnih fluorokromov omogoča hkratno merjenje celic z različnimi lastnostmi (Brown in 
Wittwer, 2000).  
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Glavni deli pretočnega citometra so:  
 vir svetlobe,  
 pretočna komora z optičnim sistemom ogledal, leč in filtrov,  
 elektronika, ki spreminja svetlobne impulze v električne in nato v digitalne, 
 računalnik, ki zbira, analizira in usklajuje podatke in uravnava delovanje aparata. 
 
 
Slika 3: Shema pretočnega citometra (Ihan in Kopitar, 2010). 
 
Vir svetlobe je laserski žarek, ki je lahko: argonski, kriptonski ali kombiniran helij-
kadmijski ali helij-neonski. Celice tečejo skozi pretočno komoro v izotonični tekočini. Ob 
prehodu snopa žarkov odda posamezna celica signal. Dva fotodetektorja, RALS (ang. right 
angle light scatter) in FALS (ang. forward angle light scatter), merita odboj in lom 
svetlobe. Detektor FALS je pomemben za ugotovitev velikosti celice, detektor RALS pa 
sprejema od celice odbito svetlobo, ki je skladna z granuliranostjo in površinsko strukturo 
celice. V dveh ali več detektorjih merimo izsevano svetlobo. Dobljene podatke analizira 
računalnik; rezultate prikažemo matematično in grafično (Ihan in Kopitar, 2010). 
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3.1.1 Bolniki/vzorci krvi 
 
V raziskavo smo vključili osem novoodkritih bolnikov z diabetesom tipa 1 s Kliničnega 
oddelka za endokrinologijo, diabetes in presnovne bolezni Pediatrične klinike 
Univerzitetnega kliničnega centra Ljubljana. V raziskavi je sodelovalo šest bolnic in dva 
bolnika, starih med 3 in 12 let (povprečna starost vseh bolnikov je bila 7,6 leta). 
 
V raziskavo smo vključili osem zdravih preiskovancev, od tega šest žensk in dva moška; 
štirje od zdravih preiskovancev so bili otroci, stari med 8 in 13 let; preostali zdravi 
preiskovanci so bile odrasle osebe. 
 
Darovanje vzorcev krvi je koordinaral prof.dr. Tadej Battelino, predstojnik Kliničnega 
oddelka za endokrinologijo, diabetes in presnovne bolezni Pediatrične klinike 
univerzitetnega kliničnega centra Ljubljana. Vsa dokumentacija in etično dovoljenje 
Komisije Republike Slovenije za medicinsko etiko je shranjena na Kliničnem oddelku za 
endokrinologijo, diabetes in presnovne bolezni Pediatrične klinike. Osebe, ki so darovale 
kri oziroma njihovi zakoniti skrbniki, so podpisali soglasje za sodelovanje v raziskavi. 
 
3.1.2 Uporabljeni reagenti 
 
• RPMI 1640 brez L-glutamina (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) 
• Medij MII: 
- RPMI 1640 Lg- 
- Fetal bovine serum – FBS (Gibco, Massachusetts, USA) 
- Penicilin – Streptomicin (Gibco, Massachusetts, USA) 
- L-glutamin (Sigma Aldrich, St. Louis, USA) 
• Ficoll paque plus (GE Healthcare, St. Louis, USA) 
• Tripansko modrilo (US Life technologies) 
• N-[1-(2,3-Dioleoyloxy)propyl]-N,N,N-trimethylammoniummethyl-sulfate – 
DOTAP liposomski transfekcijski reagent (Roche, Mannheim, Nemčija) 
• miR-375 (Integrated DNA technologies, Illinois, USA) 
• RNA41 (Integrated DNA technologies, Illinois, USA) 
• Anti human CD3 (Bioscience, San Jose, ZDA) 
• Anti human CD28 (Invitrogen by Thermo fisher scientific, Massachusetts, USA ) 
• 1 % BSA v PBS 
• CD107a PE (BD Biosciences, San Jose, ZDA) 
• CD3 APC (BD Biosciences, San Jose, ZDA) 
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• CD8 PerCP-Cy TM 5.5 (BD Biosciences, San Jose, ZDA) 
• Lizacijska raztopina – BD- FACS TM Lysing solution (BD Biosciences, San Jose, 
ZDA) 
• Test za meritev humanih vnetnih citokinov: BD Cytometric Bead Array (CBA) 
Human Inflammatory Cytokines Kit (BD Biosciences , San Jose, ZDA); 
Komplet BD Cytometric Bead Array (CBA) Human Inflammatory Cytokines Kit 
vsebuje: Human IL-8 Capture beads, Human IL-1β Capture beads, Human IL-6 
Capture beads, Human IL-10 Capture beads, Human IL-12p70 Capture beads, 
Human TNF Capture beads, Human Inflammatory Cytokine PE Detection 
Reagent,standarde za humane vnetne citokine, Cytometer Setup Beads, PE Positive 
Control Detector, FITC Positive Control Detector, Wash pufer, Diluent in Serum 
Enhancement pufer. 
 
3.1.3 Uporabljeni material in naprave 
 
• Epruvete za vakuumski odvzem krvi z dodanim natrijevim heparinom 
• Plastične centrifugirke 13 mL in 50 mL 
• Leucosep centrifugirka z membrano  
• Stekelce za enkratno uporabo - Countess Cell Counting Chamber 
• Mikrocentrifugirke brez RNaze 1,5 mL (PCR clean safelock tubes, Eppendorf, 
Hamburg Nemčija) 
• Avtomatske pipete z različnimi območji pipetiranja 
• Pipetni nastavki za 0,5-10 µL, 10-100 µL in 100-1000 µL 
• Pipetni nastavki s filtri za 0,5-10 µL, 10-100 µL in 100-1000 µL (Biosphere 
Filter Tip, Numbrecht, Nemčija)   
• Serološka pipeta 
• Nastavki za serološko pipeto: 5 mL, 10 mL 
• Mikrotitrske ploščice s 96-imi vdolbinicami (96-well) 
• Stojalo za centrifugirke in mikrocentrifugirke 
• Centrifugirke in epruvete 
• Mikrobiološka komora 
• Mikrocentrifuga in centrifuga 
• Inkubator s temperaturo 37 oC in 5 % atmosfero CO2 
• Hladilnik s temperaturo 2-8 oC 
• Zamrzovalnik s temperaturo -30 oC in zamrzovalnik s temperaturo -70 oC 
• Avtomatski števec celic - Countess II automated cell counter (Invitrogen, New 
York, ZDA) 
• Mešalo vorteks 
• Pretočni citometer BD Facs Canto II s programom BD FACSDiva Software  
 (BD Biosciences , San Jose, ZDA) 
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3.1.4 Priprava medija 
 
Medij MII 
Za pripravo 50 mL medija MII smo zmešali: 
46 mL RPMI 1640 Lg- 
0,5 mL L-glutamina 
1 mL raztopine antibiotikov penicilina in streptomicina 
2,5 mL FBS brez eksosomov 
 





3.2.1 Izolacija mononuklearnih celic iz periferne krvi (PBMC) 
 
V epruvete za vakuumski odvzem krvi z dodanim natrijevim heparinom smo odvzeli 7-8 
mL periferne krvi in iz nje osamili PBMC. Mononuklearne celice iz periferne krvi smo 
izolirali z gostotnim gradientom z medijem fikol (Ficoll-Paque) (Slika 4). 
 
 
Slika 4: Ločitev celic po izolaciji z medijem Ficoll –Paque (Lu in sod., 2015). 
 
Izolacija PBMC in stimulacija sta potekali v mikrobiološki komori v sterilnem okolju. 
Fikol smo segreli na sobno temperaturo in nato odpipetirali 3 mL fikola v centrifugirko z 
membrano. Centrifugirko smo centrifugirali eno minuto pri 1600 obratih na minuto, tako 
da se je fikol usedel pod membrano. Kri smo ročno premešali in prelili v 50mL 
centrifugirko ter jo nato razredčili z RPMI 1640 Lg- v razmerju 1:1 in premešali na mešalu 
vorteks. V centrifugirko z membrano in fikolom smo dodali 7 mL razredčene krvi. Vzorce 
smo centrifugirali 15 minut pri gravitacijskem pospešku 800x g, brez zavore. Po končanem 
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centrifugiranju v centrifugirki dobimo več plasti; na dnu centrifugirke so eritrociti, nad 
njimi fikol in membrana. Nad membrano se nahaja bel obroček, v katerem so limfociti, 
monociti in trombociti, nad obročkom pa še krvna plazma. S serološko pipeto smo 
odstranili plast plazme, obroček pa združili v novo 13mL centrifugirko, le-tega smo nato 
redčili s RPMI 1640 Lg- v razmerju 1:1, z namenom, da bi odstranili trombocite in 
morebiten ostanek fikola. Razredčene celice smo ročno premešali in jih centrifugirali deset 
minut pri 1600 obratih na minuto pri 20 oC. Po končanem centrifugiranju smo odlili 
supernatant, celice, ki so ostale na dnu, pa premešali na mešalu vorteks, nato smo dodali 12 
mL medija RPMI 1640 Lg- in ponovno centrifugirali deset minut pri 1600 obratih na 
minuto pri 20 oC. Odlili smo supernatant ter celicam dodali 2 mL hranilnega medija MII 
ter premešali. Celice smo tako pripravili za štetje. 
 
Celice smo prešteli na avtomatskem števcu celic - Countess II automated cell counter, tako 
da smo v epruveto dodali 50 µL suspenzije celic in 50 µL 0,4 % tripanskega modrila. 10 
µL mešanice smo nanesli na stekelce za enkratno uporabo (Countess Cell Counting 
Chamber), ki smo ga vstavili v avtomatski števec, počakali smo, da je naprava izostrila 
sliko, če fokus slike ni bil optimalen, smo ga ročno prilagodili. Po končanem štetju celic 
smo upoštevali število živih celic. Koncentracijo celic smo nato uravnali na 1 milijon celic 
na 1 mililiter. 
 
3.2.2 Priprava veziklov miRNA 
 
Pripravili smo vezikle miR-375 in vezikle RNA41. Z namenom, da določimo ustrezno 
koncentracijo miRNA v veziklih, smo koncentracijo določali s pomočjo titracijske krivulje, 
določevali smo koncentracijo, kjer je bil dosežen najvišji odziv (največja citotoksičnost). V 
ta namen smo izbrali pet različnih koncentracij, odziv smo spremljali pri 0,1 µM, 0,25 µM, 
0,5 µM, 0,75 µM in pri 1 µM miRNA. Po določitvi primerne koncentracije smo pri 
nadaljnjem raziskovalnem delu uporabljali le koncentracijo, ki je sprožila največji vpliv 
vezikla miRNA na citotoksičnost. 
 
Posamično smo v različnih mikrocentrifugirkah pripravili raztopine različnih koncentracij 
miR-375 in RNA41 ter raztopino liposomskega transfekcijskega reagenta DOTAP z RPMI 
1640 Lg- (za posamezni vzorec smo zmešali 7 µL reagenta DOTAP in 18 µL RPMI 1640 
Lg-). Nastale raztopine smo nežno premešali (s prstom nekajkrat tapnili po steni 
mikrocentrifugirke) in inkubirali 5 minut na sobni temperaturi. Po končani inkubaciji smo 
25 µL vzorca miRNA dodali 25 µL transfekcijske raztopine z DOTAP. Pripravljene 
vezikle smo nežno premešali in inkubirali 10 minut na sobni temperaturi. Po končani 
inkubaciji smo izoliranim celicam PBMC dodali 50 µL pripravljene raztopine veziklov 
miRNA.  
 
Ustrezne negativne kontrole smo pripravili na isti način kot vzorce z vezikli miRNA. 
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Negativne kontrole v poskusu so bile: 
 
 Gojišče RPMI 1640 (celicam smo namesto vezikla dodali 50 µL RPMI). 
 Kontrolni vzorec z DOTAP (celicam smo dodali 50 µL vezikla, ki smo ga 
pripravili iz 25 µL transfekcijske raztopine DOTAP in 25 µL RPMI). 
 Kontrolni vzorec z DOTAP brez CD107a (celicam smo dodali 50 µL vezikla, ki 
smo ga pripravili iz 25 µL transfekcijske raztopine DOTAP in 25 µL RPMI, pri 
izvedbi testa CD107a, tega vzorca nismo označili s CD107a). 
 Kontrolni vzorec 0,5 µM miR-375 (celicam smo dodali 50 µL vezikla, ki smo ga 
pripravili iz 49 µL RPMI in 1 µL 100 µM miR-375). 
 Kontrolni vzorec 0,5 µM RNA41 (celicam smo dodali 50 µL vezikla, ki smo ga 
pripravili iz 49 µL RPMI in 1 µL 100 µM RNA41). 
 
3.2.3 Test citotoksičnosti CD107a 
 
Za določitev vpliva veziklov miRNA na citotoksičnost limfocitov T smo uporabili test, pri 
katerem merimo delež citotoksičnih limfocitov T z membransko ekspresijo CD107a in 
svetilnost (MFI – povprečje intenzitete fluorescence) signala CD107a na posameznem 
citotoksičnem limfocitu T. Kadar celica T (CD8+CD3+) prepozna tarčno molekulo ali je 
ustrezno stimulirana z monoklonskimi protitelesi (CD3, CD28), se vsebina litičnih granul 
izloči z degranulacijo, s tem se CD107a izrazi na membrani citotoksičnih limfocitov T.  
 
Potem ko smo celice izolirali in njihovo koncentracijo uravnali na 1x106 celic/mL, smo 
150 µL celične suspenzije inokulirali v luknjico mikrotitrske ploščice s 96 luknjicami. V 
luknjico smo dodali še 50 µL vzorca veziklov miRNA ali ustreznega kontrolnega vzorca. 
Celice smo aktivirali z dodatkom 1 µL 5-krat redčenega CD3 (redčitev smo pripravili, tako 
da smo odpipetirali 4 µL CD3 in 16 µL RPMI 1640 Lg-) in 1 µL CD28. Celice PBMC smo 
inkubirali 36-48 ur v inkubatorju na 37 oC v atmosferi s 5 % CO2.   
 
Po končani inkubaciji smo celice odpipetirali v 5mL epruvete , pri tem smo pazili, da smo 
celice postrgali s stene luknjice mikrotitrske ploščice; dodali smo 2 mL 1 % BSA v PBS, 
premešali na mešalu vorteks in centrifugirali 5 minut na 1600 obratih na minuto pri 20 oC. 
Po končanem centrifugiranju smo pazljivo odlili supernatant in celice označili z 2,5 µL 
CD3 APC, 4 µL CD8 PerCP-Cy TM 5.5 in s 4 µL CD107a PE; pri tem smo pazili, da v 
kontrolni vzorec brez CD107a nismo dodali CD107a PE. Epruvete smo premešali na 
mešalu vorteks in jih 20 minut inkubirali v temi. Po končani inkubaciji smo dodali 2 mL 
lizacijske raztopine in premešali na mešalu vorteks (pripravili smo 10-krat redčeno 
lizacijsko raztopino; pripravili smo jo tako, da smo zmešali 5 mL lizacijske raztopine in 45 
mL destilirane vode); epruvete smo postavili v temo za 10 min. Po končani inkubaciji smo 
epruvete centrifugirali 5 minut pri 1600 obratih na minuto pri 20 oC, nato smo odlili 
supernatant in celice sprali z 1 % BSA v PBS ter premešali na mešalu vorteks. Celice smo 
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centrifugirali 5 minut pri 1600 obratih na minuto pri 20 oC. Po končanem centrifugiranju 
smo odlili supernatant in celice resuspendirali v 200 µL 1 % BSA v PBS ter premešali na 
mešalu vorteks. Vpliv veziklov miRNA na citotoksičnost citotoksičnih limfocitov T smo 
izmerili na pretočnem citometru BD Facs Canto II s programom BD FACS Diva. 
 
3.2.4 Test meritve zunajceličnih citokinov 
 
Za testiranje sekrecije citokinov smo odpipetirali 150 µL celične suspenzije s koncentracijo 
celic 1x106 celic/mL v luknjico mikrotitrske ploščice s 96 luknjicami. V luknjico smo 
dodali še 50 µL vzorca veziklov miRNA ali kontrolnega vzorca. Kulturo PBMC smo 
inkubirali 18 ur v inkubatorju na 37 oC v atmosferi s 5 % CO2. 
 
Po končani inkubaciji smo celice prenesli v 5mL plastične epruvete. Sekrecijo 
zunajceličnih citokinov smo določali s kompletom BD CBA Human Inflammatory 
Cytokines Kit. Najprej smo pripravili standardne raztopine za umeritveno krivuljo. Te smo 
pripravili tako, da smo v epruveto odpipetirali 2 mL diluenta, v katerem smo raztopili 
standarde in jih nato inkubirali 15 minut na sobni temperaturi. Zmes standardov 
(imenovana top standard) smo počasi premešali s pipetnim nastavkom. Epruvete smo za 
redčitve ustrezno označili: 1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32, 1:64, 1:128, in 1:256; v posamično 
epruveto smo odpipetirali 300 µL diluenta; nato smo prenesli 300 µL top standarda v 
epruveto z oznako 1:2 in premešali s pipetnim nastavkom. Redčenje smo nadaljevali tako, 
da smo prenesli 300 µL iz epruvete 1:2 v epruveto 1:4, do epruvete 1:256; med vsakim 
redčenjem smo epruveto premešali. Pripravili smo še negativno kontrolo, v kateri je bil le 
diluent. 
 
Pripravili smo redčitve vzorcev. Vzorec, ki je vseboval vezikle miR-375, smo redčili 1:10 
(10 µL vzorca in 90 µL diluenta). Vzorec, ki je vseboval vezikle RNA41, kontrolni vzorec 
z RPMI 1640 Lg- , kontrolni vzorec z DOTAP, kontrolni vzorec z RNA41 smo redčili 1:2 
(30 µL vzorca in 30 µL diluenta) in kontrolni vzorec miR-375 brez DOTAP 1:5 (15 µL 
vzorca in 60 µL diluenta). 
 
V kompletu za detekcijo citokinov je šest različnih suspenzij za identifikacijo IL-8, IL-1β, 
IL-6, IL-10, IL-12p70 in TNF; vsako suspenzijo smo premešali na mešalu vorteks in nato 
za en vzorec prenesli 10 µL posamezne suspenzije v novo mikrocentrifugirko. Volumen 
prenosa suspenzije smo preračunali glede na število vzorcev. Mešanico suspenzij smo 
premešali na mešalu vorteks in prenesli 50 µL suspenzije v novo epruveto, dodali smo še 
50 µL primerno redčenega vzorca in 50 µL detekcijskega reagenta. Raztopino smo 
premešali in inkubirali 3 ure v temi. Med inkubacijo smo opravili nastavitve na pretočnem 
citometru, ki so potrebne za meritev citokinov. Po končani inkubaciji smo v vsako 
epruveto dodali 1 mL Wash pufra in centrifugirali 5 minut na 200x g; nato smo pazljivo 
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odlili supernatant in pelet celic resuspendirali v 300 µL Wash pufra. Sledila je meritev 
sekrecije citokinov na pretočnem citometru.  
 
3.2.5 Statistična analiza podatkov 
 
Za statistično obdelavo podatkov smo uporabili računalniški program Minitab (Version 18, 
State College, USA) in Microsoft Excel 2016 (Microsoft, Washington, USA). Preglednice 
smo oblikovali s programom Microsoft Word 2016 (Microsoft, Washington, USA), grafe 
pa s programom Microsoft Excel 2016 (Microsoft, Washington, USA).  
 
Iz dobljenih vrednosti smo izračunali povprečne vrednosti in standardne odklone. Za dokaz 
statistično značilnih razlik smo uporabili Studentov t- test za neodvisne vzorce, parni t-test 
in enosmerno analizo varianc. 
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4.1 DOLOČITEV CITOTOKSIČNE KONCENTRACIJE VEZIKLOV miR-375 IN 
RNA41 – TITRACIJSKA KRIVULJA 
 
Pri prvem delu poskusa smo določali ustrezno citotoksično koncentracijo miRNA v 
veziklu, ki smo jo nato uporabili za nadaljnje poskuse. Koncentracijo smo določali s 
pomočjo titracijske krivulje; izbrali smo pet različnih koncentracij: 0,1 µM, 0,25 µM, 0,5 
µM, 0,75 µM in 1 µM koncentracijo miRNA. Določali smo jo s testom citotoksičnosti 
citotoksičnih limfocitov T, izmerili smo citotoksično zmožnost populacije limfocitov T s 
spremljanjem porajanja označevalca CD107a na membranah celic. Koncentracijo miRNA 
smo izbrali za nadaljnje poskuse na podlagi največjega izračunanega vpliva miRNA pri 
določeni koncentraciji na citotoksičnost. 
 
Vpliv miRNA na citotoksičnost smo izračunali tako, da smo od dobljenih vrednosti 
svetilnosti (MFI) in deleža CD107a pri populaciji stimuliranih (CD3, CD28) citotoksičnih 
limfocitih T, pri posameznem vzorcu miRNA odšteli negativno vrednost kontrole - 
veziklov tvorjenih iz DOTAP, ki je služila kot ozadje. Za določitev koncentracije miRNA 
smo uporabili miR-375, sprva smo koncentracijo določali pri dveh zdravih posameznikih, 
ker nismo dobili vidnih razlik vpliva miR-375 različnih koncentracij, smo se odločili, da 
koncentracijo določimo še na bolniku novoodkrito sladkorno boleznijo. Iz Slike 5 je 




Slika 5: Titracijska krivulja vpliva miR-375 na eksocitozo citotoksičnih limfocitov T. Vpliv je izračunan iz 
svetilnosti. Svetilnost (ang. mean fluorescence intensity) je povprečna vrednost intenzitete fluorescence v 
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Titracijsko krivuljo smo izvedli še pri vzorcu drugega bolnika, z namenom, da bi preverili 
ustreznost koncentracije pri RNA41. Titracijsko krivuljo smo naredili za 0,25 µM, 0,5 µM 
in 0,75 µM koncentracijo RNA41 (Slika 6). 
 
 
Slika 6: Titracijska krivulja vpliva RNA41 na eksocitozo citotoksičnih limfocitov T. Vpliv je izračunan iz 
deleža CD107a v populaciji stimuliranih (CD3, CD28) citotoksičnih limfocitov T. 
 
4.2 VPLIV VEZIKLOV miR-375 in RNA41 NA EKSOCITOZO CITOTOKSIČNIH 
LIMFOCITOV T 
 
V drugem delu poskusa smo določali vpliv veziklov z miR-375 ali RNA41 z izbrano 
koncentracijo miRNA na eksocitozo citotoksičnih limfocitov T. Za določitev vpliva 
veziklov na eksocitozo smo določali delež CD107a in svetilnost pri populaciji stimuliranih 
(CD3, CD28) citotoksičnih limfocitov T. V tem delu poskusa smo želeli dokazati različen 
vpliv veziklov z miR-375 ali RNA41 na limfocite T pridobljene iz zdravih posameznikov 
ali bolnikov. Uporabljali smo 0,5 µM koncentracijo miRNA. Celice PBMC smo za 
preiskovane vzorce izolirali iz periferne krvi osmih bolnikov in osmih zdravih 
posameznikov. Bolnika in zdravega posameznika z oznako 1 smo iz analize podatkov 
izključili, saj pri teh dveh preiskovancih nismo merili vzorcev z vezikli RNA41. Ker smo 
pri bolniku 2 preverjali ponovljivost rezultatov, smo za nadaljnjo analizo izračunali 
povprečje obeh ponovitev. 
 
V poskusu smo najprej preverjali, ali se po dodatku vezikla poveča svetilnost limfocitov T 
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Iz Slike 7 in 8 je razvidno, da se vzorcu bolnikov pri veziklih miR-375 poveča svetilnost 
limfocitov T v primerjavi z negativno kontrolo – praznimi vezikli iz DOTAP pri. Pri 
veziklih RNA41 je povečanje manjše. 
 
 
Slika 7: Intervalni diagram povečanja svetilnosti limfocitov T pri vzorcu veziklov miR-375 v primerjavi z 
negativno kontrolo - praznimi vezikli iz DOTAP pri bolnikih. Povprečna svetilnost (MFI) predstavlja 
svetilnost, ki je povprečna vrednost intenzitete fluorescence v populaciji stimuliranih (CD3, CD28) 
citotoksičnih limfocitov T. Kontrola DOTAP je prazen vezikel sestavljen iz transfekcijskega reagenta 
DOTAP. Na intervalnem diagramu so predstavljeni intervali zaupanja (ang.CI – confidence interval), za 
izračun intervalov zaupanja je bila uporabljena standardna deviacija. Intervalni diagram nam s povezano črto 
dveh intervalov pokaže razliko med dvema spremenljivkama v preiskovani skupini. 
 
 
Slika 8: Intervalni diagram povečanja svetilnosti limfocitov T pri vzorcu veziklov RNA41 v primerjavi z 
negativno kontrolo - praznimi vezikli iz DOTAP pri bolnikih. Povprečna svetilnost (MFI) predstavlja 
svetilnost, ki je povprečna vrednost intenzitete fluorescence v populaciji stimuliranih (CD3, CD28) 
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citotoksičnih limfocitov T. Kontrola DOTAP je prazen vezikel sestavljen iz transfekcijskega reagenta 
DOTAP. Na intervalnem diagramu so predstavljeni intervali zaupanja (ang.CI – confidence interval), za 
izračun intervalov zaupanja je bila uporabljena standardna deviacija. Intervalni diagram nam s povezano črto 
dveh intervalov pokaže razliko med dvema spremenljivkama v preiskovani skupini. 
 
Iz Slike 9 in 10 je razvidno, da se pri vzorcih zdravih posameznikov, uporabljenih kot 
kontrolni vzorci pri veziklih miR-375 poveča svetilnost limfocitov T v primerjavi z 
negativno kontrolo - praznimi vezikli sestavljeni iz DOTAP. Pri veziklih RNA41 povečanja 
ni, svetilnost limfocitov T je nižja pri RNA41 kot pri negativni kontroli z DOTAP. 
 
 
Slika 9: Intervalni diagram povečanja svetilnosti limfocitov T pri vzorcu veziklov miR-375 v primerjavi z 
negativno kontrolo - praznimi vezikli iz DOTAP pri zdravih posameznikih. Povprečna svetilnost (MFI) 
predstavlja svetilnost, ki je povprečna vrednost intenzitete fluorescence v populaciji stimuliranih (CD3, 
CD28) citotoksičnih limfocitov T. Kontrola DOTAP je prazen vezikel sestavljen iz transfekcijskega reagenta 
DOTAP. Na intervalnem diagramu so predstavljeni intervali zaupanja (ang.CI – confidence interval), za 
izračun intervalov zaupanja je bila uporabljena standardna deviacija. Intervalni diagram nam s povezano črto 
dveh intervalov pokaže razliko med dvema spremenljivkama v preiskovani skupini. 
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Slika 10:Intervalni diagram povečanja svetilnosti limfocitov T pri vzorcu veziklov RNA41 v primerjavi z 
negativno kontrolo - praznimi vezikli iz DOTAP pri zdravih posameznikih. Povprečna svetilnost (MFI) 
predstavlja svetilnost, ki je povprečna vrednost intenzitete fluorescence v populaciji stimuliranih (CD3, 
CD28) citotoksičnih limfocitov T. Kontrola DOTAP je prazen vezikel sestavljen iz transfekcijskega reagenta 
DOTAP. Na intervalnem diagramu so predstavljeni intervali zaupanja (ang.CI – confidence interval), za 
izračun intervalov zaupanja je bila uporabljena standardna deviacija. Intervalni diagram nam s povezano črto 
dveh intervalov pokaže razliko med dvema spremenljivkama v preiskovani skupini. 
 
4.2.1 Vpliv miR-375 in RNA41 na eksocitozo citotoksičnih limfocitov T 
 
Na podlagi dobljenih rezultatov svetilnosti limfocitov T pri negativni kontroli - praznimi 
vezikli iz DOTAP, vzorcih z vezikli miR-375 ali vezikli RNA41 smo izračunali vpliv miR-
375 in RNA41 na eksocitozo. Vpliv miRNA na citotoksičnost smo izračunali tako, da smo 
od dobljenih vrednosti svetilnosti v populaciji stimuliranih (CD3, CD28) citotoksičnih 
limfocitih T, pri posameznem vzorcu miRNA odšteli negativno vrednost kontrole – 
praznih veziklov tvorjenih iz DOTAP, ki je služila kot ozadje. Izračunali smo standardni 
odklon in povprečne vrednosti za testirane vzorce (Slika 11). 
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Slika 11: Vpliv miR-375 ali RNA41 na eksocitozo citotoksičnih limfocitov T, izračunan iz svetilnosti v 
populaciji stimuliranih (CD3, CD28) citotoksičnih limfocitov T. Svetilnost je povprečna vrednost intenzitete 
fluorescence v populaciji stimuliranih (CD3, CD28) citotoksičnih limfocitov T. Na sliki so prikazane 
izračunane srednje vrednosti in standardni odkloni vzorcev. 
*: Razlika med vplivom miR-375 in RNA41 je statistično značilna. 
 
S statističnimi parnimi t-testi smo preverjali ali se pri isti skupini preiskovancev razlikujeta 
vpliv miR-375 in RNA41, izračunan iz svetilnosti limfocitov T, pri čemer je bila α=0,05. 
Razlika med vplivom miR-375 in RNA41 pri bolnikih in pri zdravih posameznikih je 
statistično značilna. 
 
Na podlagi dobljenih rezultatov deleža CD107a pri negativni kontroli s praznimi vezikli 
tvorjenimi iz DOTAP in vzorcih z vezikli miR-375 in vezikli RNA41 smo izračunali vpliv 
miR-375 in RNA41 na eksocitozo. Vpliv miRNA na citotoksičnost smo izračunali tako, da 
smo od dobljenih vrednosti deleža CD107a (%) v populaciji stimuliranih (CD3, CD28) 
citotoksičnih limfocitih T, pri posameznem vzorcu miRNA odšteli negativno vrednost 
kontrole – praznih veziklov tvorjenih iz DOTAP, ki je služila kot ozadje. Izračunali smo 
standardni odklon in povprečne vrednosti za testirane vzorce (Slika 12). 
 
Z deležem CD107a smo opazovali citotoksičnost v označeni populaciji citotoksičnih 
limfocitov T. Svetilnost nam pove, kakšno je povprečje vezanih monoklonskih protiteles 
CD107a v populaciji citotoksičnih limfocitih T in je zato bolj natančna mera za 
citotoksičnost. 
 
Iz Slike 11 in 12 opazimo, da ima miR-375 pri obeh načinih preverjanja vpliva miRNA 
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obeh preiskovanih skupinah. RNA41 na eksocitozo pri obeh preiskovanih skupinah ne 
vpliva oziroma je vpliv minimalen. 
 
 
Slika 12: Vpliv miR-375 ali RNA41 na eksocitozo citotoksičnih limfocitov T, izračunan iz deleža CD107a 
(%) v populaciji stimuliranih (CD3, CD28) citotoksičnih limfocitov T. Na sliki so prikazane izračunane 
povprečne vrednosti in standardni odkloni vzorcev. 
*: Razlika med vplivom miR-375 in RNA41 je statistično značilna. 
 
S statističnimi parnimi t-testi smo preverjali, ali se pri isti skupini preiskovancev 
razlikujeta vpliv miR-375 in RNA41, izračunan. iz deleža CD107a, pri čemer je bila 
α=0,05. Razlika med vplivom miR-375 in RNA41 pri bolnikih in pri zdravih posameznikih 
je statistično značilna.  
 
4.2.2 Vpliv proste miR-375 ali RNA41 in medija RPMI 1640 Lg- na eksocitozo 
citotoksičnih limfocitov T 
 
Preverili smo, ali negativne kontrole vplivajo na eksocitozo, v našem poskusu smo 
stimulirane (CD3, CD28) citotoksične limfocite T izpostavili ali mediju RPMI 1640 Lg- ali 
miR-375 ali RNA41. Slednji molekuli smo ju pripravili kot miRNA zapakirane v vezikle, le 
da smo namesto DOTAP uporabili RPMI 1640 Lg-, tako da do tvorbe veziklov ni prišlo. 
Zanimal nas je vpliv posamezne miRNA brez vezikla na eksocitozo. Negativne kontrole 
smo testirali na šestih bolnikih. Bolnika in zdravo posameznika z oznako 1 smo iz analize 
podatkov izločili, saj pri njiju nismo testirali RNA41. Pri zdravem posamezniku 5 meritve 
negativnih kontrol nismo izvajali. Ker smo meritve pri bolniku 2 izvajali v dveh 
ponovitvah, smo pri analizi podatkov upoštevali povprečje obeh meritev. Izračunali smo 
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Iz Slike 13 in 14 je razvidno, da so povprečne vrednosti svetilnosti limfocitov T in deleža 
CD107a pri negativnih kontrolah zelo podobne. Intervali standardnega odklona se pri 
negativnih kontrolah miR-375 in RNA41 pri obeh preiskovanih skupinah prekrivajo. 
 
 
Slika 13: Povprečne vrednosti deleža CD107a v populaciji stimuliranih (CD3, CD28) citotoksičnih 
limfocitov T pri negativnih kontrolah. Na sliki so prikazane izračunane povprečne vrednosti in standardni 
odkloni pri šestih kontrolnih vzorcih.   
 
 
Slika 14: Povprečne vrednosti svetilnosti v populaciji stimuliranih (CD3, CD28) citotoksičnih limfocitov T 
pri negativnih kontrolah. Svetilnost je povprečna vrednost intenzitete fluorescence v populaciji stimuliranih 
(CD3, CD28) citotoksičnih limfocitov T. Na sliki so prikazane izračunane povprečne vrednosti in standardni 








































RPMI 1640 Lg-           Kontrolni vzorec miR-375   Kontrolni vzorec RNA41 
RPMI 1640 Lg-           Kontrolni vzorec miR-375    Kontrolni vzorec RNA41 
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4.2.3 Indeks stimulacije stimuliranih (CD3, CD28) citotoksičnih limfocitov T 
 
Z indeksom stimulacije smo preverili, ali se stimulacija citotoksičnih limfocitov z vezikli 
miR-375 poveča glede izpostavljenost citotoksičnih limfocitov T z vezikli RNA41, ki so 
predstavljali negativno kontrolo. Na tak način smo ugotavljali, ali obstajajo razlike v 
vplivu miRNA med bolniki in zdravimi posamezniki (Preglednici 1 in 2). Indeks 
stimulacije stimuliranih (CD3, CD28) citotoksičnih limfocitov smo izračunali tako da smo 
delili vrednost svetilnosti limfocitov T ali deleža CD107a (%) pri veziklu miR-375 z 
vrednostjo svetilnosti limfocitov T ali deleža CD107a (%) pri veziklu RNA41 pri isti 
preiskovani osebi. 
 
Iz Preglednice 1 je razvidno, da je povprečni indeks stimulacije citotoksičnih limfocitov T 
izračunan iz podatkov svetilnosti limfocitov T pri bolnikih 1,14. Pri zdravih posameznikih 
je povprečni indeks stimulacije citotoksičnih limfocitov T 1,15. 
 
Preglednica 1: Indeks stimulacije citotoksičnih limfocitov T, izračunan iz vrednosti svetilnosti v 











1,22 Zdrav posameznik 2 1,22 
Bolnik 3 1,18 Zdrav posameznik 3 1,11 
Bolnik 4 1,34 Zdrav posameznik 4 1,11 
Bolnik 5 1,01 Zdrav posameznik 5 1,17 
Bolnik 6 1,00 Zdrav posameznik 6 1,17 
Bolnik 7 1,09 Zdrav posameznik 7 1,08 







Standardni odklon ± 0,12 Standardni odklon ± 0,04 
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V Preglednici 2 so podani povprečni indeksi stimulacije citotoksičnih limfocitov T, 
izračunani iz podatkov deleža CD107a (%). Povprečna vrednost indeksov stimulacije 
citotoksičnih limfocitov T pri bolnikih je 1,6; pri zdravih posameznikih pa 2,5. 
 
Preglednica 2: Indeks stimulacije citotoksičnih limfocitov T, izračunan iz vrednosti deleža 
CD107a v populaciji stimuliranih (CD3, CD28) citotoksičnih limfocitov T 
 
4.3 VPLIV VEZIKLOV miR-375 ALI RNA41 NA SEKRECIJO CITOKINOV 
 
V tretjem delu poskusa smo preverjali vpliv miRNA na sekrecijo citokinov iz limfocitov T. 
Čeprav komplet za detekcijo citokinov omogoča meritve šestih različnih citokinov, smo v 
analize vključil le TNF-α, IL-1β in IL-6, saj pri IL-8, IL-10 in pri IL-12p70 nismo dobili 
primerljivih rezultatov. Meritev sekrecije citokinov smo izvedli na vzorcih limfocitov T 
pridobljenih iz treh bolnikov in treh zdravih posameznikov, uporabljenih kot kontrole v 
raziskavi. Ker smo pri bolniku 2 preverjali ponovljivost rezultatov, smo za analizo 
podatkov izračunali povprečje obeh meritev. Izračunali smo indeks stimulacije, tako da 
smo dobljeno koncentracijo (pg/mL) izločenega citokina pri veziklu miRNA delili z 
izmerjeno koncentracijo (pg/mL) izločenega citokina pri negativni kontroli, praznim 
veziklom iz DOTAP. Izračunali smo tudi povprečne vrednosti dobljenih indeksov 
stimulacije citotoksičnih limfocitov T in standardni odklon. 
 
4.3.1 Sekrecija citokinov ob tretiranju z vezikli miR-375 ali RNA41 
 
4.3.1.1 Sekrecija interlevkina-6 ob tretiranju z vezikli miR-375 ali RNA41 
 
Iz Slike 15 opazimo, da imajo vezikli miR-375 večji vpliv na sekrecijo citokina IL-6 iz 
limfocitov T pridobljenih iz bolnikov, saj je bil povprečni indeks stimulacije citotoksičnih 










Zdrav posameznik 2 
4,3 
Bolnik 3 1,8 Zdrav posameznik 3 1,8 
Bolnik 4 1,8 Zdrav posameznik 4 2,1 
Bolnik 5 1,1 Zdrav posameznik 5 4,2 
Bolnik 6 1,2 Zdrav posameznik 6 1,5 
Bolnik 7 1,4 Zdrav posameznik 7 1,2 
Bolnik 8 1,1 Zdrav posameznik 8 2,0 
Povprečni indeks 
stimulacije 
1,6 Povprečni indeks 
stimulacije 
2,5 
Standardni odklon ± 0,5 Standardni odklon ± 1,2 
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povprečna indeksa stimulacije citotoksičnih limfocitov T pri bolnikih 0,42 in pri zdravih 
posameznikih pa 0,64. Vezikli RNA41 vpliva na sekrecijo IL-6 nimajo.  
 
 
Slika 15: Indeks stimulacije sproščanja IL-6 iz limfocitov T ob tretiranju celic z vezikli miR-375 ali RNA41. 
Na sliki so prikazane izračunane srednje vrednosti in standardni odkloni vzorcev. 
 
S statističnim t-testom za dva neodvisna vzorca (α=0,05) smo preverili ali ima miR-375 
večji vpliv na sekrecijo IL-6 pri bolnikih v primerjavi z zdravimi posamezniki. Razlika pri 
vplivu miR-375 na sekrecijo IL-6 ni statistično značilna. 
 
4.3.1.2 Sekrecija interlevkina-1β ob tretiranju z vezikli miR-375 ali RNA41 
 
Iz Slike 16 opazimo, da imajo vezikli miR-375 podoben vpliv na sekrecijo IL-1β pri 
bolnikih in pri zdravih posameznikih. Povprečni indeks stimulacije citotoksičnih 
limfocitov T znaša pri bolnikih 9,8, pri zdravih posameznikih pa 10,83. Povprečni indeks 
stimulacije citotoksičnih limfocitov T pri veziklih RNA41 je pri bolnikih 0,44, pri zdravih 
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Slika 16: Indeks stimulacije sproščanja IL-1β iz limfocitov T ob tretiranju celic z vezikli miR-375 ali.RNA41 
Na sliki so prikazane izračunane srednje vrednosti in standardni odkloni vzorcev. 
 
S statističnim t-testom za dva neodvisna vzorca (α=0,05) smo preverili ali ima miR-375 
večji vpliv na sekrecijo IL-1β pri bolnikih v primerjavi z zdravimi posamezniki. Razlika 
pri vplivu miR-375 na sekrecijo IL-1β ni statistično značilna. 
 
4.3.1.3 Sekrecija TNF-α ob tretiranju z vezikli miR-375 ali RNA41 
 
Iz rezultatov meritve sekrecije TNF-α (Slika 17) opazimo, da je višji indeks stimulacije 
citotoksičnih limfocitov T pri zdravih posameznikih, le-ta znaša 21,12. Povprečni indeks 
stimulacije citotoksičnih limfocitov T pri bolnikih je 15,55. Vezikli RNA41 nimajo vpliva 
na sekrecijo TNF-α, saj povprečni indeks stimulacije citotoksičnih limfocitov T pri zdravih 
























Vezikel miR-375                                  Vezikel RNA41         
Horvat M. Vpliv veziklov mikro RNA na eksocitozo citotoksičnih limfocitov T pri diabetesu tipa 1. 37 
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2018 
 
 
Slika 17: Indeks stimulacije sproščanja TNF-α iz limfocitov T ob tretiranju celic z vezikli miR-375 ali RNA4. 
Na sliki so prikazane izračunane srednje vrednosti in standardni odkloni vzorcev. 
 
S statističnim t-testom za dva neodvisna vzorca (α=0,05) smo preverili ali ima miR-375 
večji vpliv na sekrecijo TNF-α pri bolnikih v primerjavi z zdravimi posamezniki. Razlika 
pri vplivu miR-375 na sekrecijo TNF-α ni statistično značilna. 
 
4.3.2 Vpliv medija RPMI 1640 Lg-, molekul miR-375 ali RNA41 na sekrecijo 
citokinov iz stimuliranih (CD3, CD28) citotoksičnih limfocitov T 
 
Želeli smo ugotoviti, kakšen vpliv imajo medij RPMI 1640 Lg-,molekule miR-375 ali 
RNA41 na sekrecijo citokinov. Izračunali smo povprečne vrednosti meritev, standardni 
odklon in indeks stimulacije. Indeks stimulacije citotoksičnih limfocitov T smo izračunali 
tako, da smo dobljeno koncentracijo (pg/mL) izločenega citokina pri molekuli miR-375 ali 
RNA41 delili z izmerjeno koncentracijo (pg/mL) izločenega citokina pri kontroli z RPMI 
1640 Lg-. Zanimalo nas je kakšno stimulacijo citotoksičnih limfocitov T povzroči samo 
miRNA brez vezikla glede na medij RPMI 1640 Lg-. 
 
4.3.2.1 Vpliv medija RPMI 1640 Lg-, molekul miR-375 ali RNA41 na sekrecijo 
interlevkina-6 
 
Iz Slike 18 opazimo, da je povprečni indeks stimulacije citotoksičnih limfocitov T pri 
zdravih posameznikih miR-375 1,26; pri RNA41 pa 1,2; obe molekuli (brez vezikla) vpliva 
na sekrecijo citokinov nimata. Pri bolniku je povprečni indeks stimulacije citotoksičnih 
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Slika 18: Indeks stimulacije sproščanja IL-6 iz limfocitov T ob tretiranju celic z molekulami miR-375 ali 
RNA41. Na sliki so prikazane izračunane srednje vrednosti in standardni odkloni vzorcev. 
 
4.3.2.2 Vpliv medija RPMI 1640 Lg-, molekul miR-375 ali RNA41 na sekrecijo 
interlevkina-1β 
 
Iz Slike 19 je razvidno, da imata miR-375 in RNA41 pri obeh preiskovanih skupinah zelo 
podoben vpliv na sekrecijo IL-1β. Povprečni indeks stimulacije citotoksičnih limfocitov T 
pri zdravih posameznikih pri miR-375 je 1,1; pri RNA41 pa 1,02; obe molekuli (brez 
vezikla) vpliva na sekrecijo citokinov nimata. Pri bolniku je povprečni indeks stimulacije 
citotoksičnih limfocitov T pri kontrolah miR-375 1,07; pri RNA41 pa 1,03. 
 
 
Slika 19: Indeks stimulacije sproščanja IL-1β iz limfocitov T ob tretiranju celic z molekulami miR-375 ali 
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4.3.2.3 Vpliv medija RPMI 1640 Lg-, molekul miR-375 ali RNA41 na sekrecijo TNF-α 
 
Iz Slike 20 je razvidno, da imata miR-375 in RNA41 pri obeh preiskovanih skupinah zelo 
podoben vpliv na sekrecijo TNF-α. Povprečni indeks stimulacije citotoksičnih limfocitov T 
pri zdravih posameznikih pri miR-375 je 0,93; pri RNA41 pa 0,88. Pri bolniku je povprečni 




Slika 20: Indeks stimulacije sproščanja TNF-α iz limfocitov T ob tretiranju z molekulami miR-375 ali 
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5 RAZPRAVA  
 
miRNA so avtokrini in endokrini regulatorji ekspresije genov. Ekstracelularni vezikli, med 
katere spadajo mikrovezikli, eksosomi in apoptotska telesca, krožijo med celicami in tkivi 
s plazmo in drugimi telesnimi tekočinami ter na tak način prenašajo različne miRNA, ki 
imajo pomembno vlogo kot signalne molekule pri intercelularni komunikaciji (Jiménez-
Lucena in sod., 2018). 
 
Pri diabetesu tipa 2 so z molekularnimi metodami, kot je RT-PCR, odkrili že več različnih 
miRNA, ki so nakazovale vpletenost v razvoj bolezni (Jiménez-Lucena in sod., 2018). 
Odkritje novih miRNA pri T1D bi pomagalo pri razumevanju nastanka in razvoja bolezni 
ter zapletov, ki se razvijejo pri nekaterih bolnikih s T1D. 
 
Namen naloge je bil pokazati povezavo miR-375 z eksocitozo citotoksičnih limfocitov T 
pri bolnikih z diabetesom tipa 1. Molekulo miR-375 smo izbrali, ker je ena izmed 
najpogosteje zastopanih miRNA v celicah β pankreasa. Prekomerna ekspresija miR-375 
vpliva na znižanje eksocitoze inzulinskih granul celic β. V človeških otočkih pankreasa je 
mRNA, ki vpliva na prepis gena za inzulin, pozitivno korelirana z ekspresijo miR-375 
(Eliasson, 2017). 
  
V raziskavi smo vpliv veziklov miRNA na eksocitozo citotoksičnih limfocitov T spremljali 
s testom citotoksičnosti CD107a. Pripravili smo vezikle miRNA, saj se ekstracelularne 
miRNA po telesnih tekočinah transportirajo z ekstracelularnimi vezikli. 
 
Diabetes tipa 1 je avtoimuna kronična bolezen, za katero je značilno s celicami T 
povzročeno uničenje celic β, ob katerem sodelujejo še ostale vnetne celice, ki izločajo 
vnetne citokine in kemokine (He in sod., 2014). Zanimala nas je sekrecija zunajceličnih 
citokinov TNF-α, IL-1β in IL-6, ki so povezani z razvojem T1D. 
 
V raziskavi smo pripravili vezikle miR-375 in vezikle RNA41. Testirali smo več negativnih 
kontrol. Prva negativna kontrola je bil vzorec, v katerega smo dodali le transfekcijski 
reagent – DOTAP, služila je kot ozadje, s pomočjo katerega smo izračunali vpliv miRNA, 
hkrati pa preverili učinek DOTAP na eksocitozo. Uporabili smo tudi kontroli, kjer smo 
preverjali učinek miR-375 in RNA41 na eksocitozo brez DOTAP. Kot tretjo kontrolo smo 
uporabili gojišče RPMI 1640 Lg-, s katerim smo preverjali vpliv celic in samega gojišča na 
citotoksičnost. 
 
S testom citotoksičnosti CD107a smo spremljali delež celic, ki imajo na površini protein 
CD107a in svetilnost limfocitov T (ang. mean fluoresence intensity, MFI). Z deležem 
CD107a smo opazovali citotoksičnost na označeni populaciji (CD3+CD8+). Svetilnost nam 
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pove, kakšno je povprečje vezanih monoklonskih protiteles proti CD107a v populaciji 
citotoksičnih limfocitov T (CD3+CD8+) in je zato bolj natančna mera za citotoksičnost. 
 
5.1 DOLOČITEV CITOTOKSIČNE KONCENTRACIJE miR-375 IN RNA41 
 
Določali smo koncentracijo miRNA v veziklu, pri kateri je bil vpliv na eksocitozo najvišji. 
Vpliv miRNA smo izračunali tako, da smo od dobljene vrednosti svetilnosti limfocitov T 
ali deleža CD107a pri veziklih miRNA odšteli dobljene vrednosti svetilnosti limfocitov T 
ali deleža CD107a pri negativni kontroli, v katero smo dodali le transfekcijski reagent 
DOTAP. 
 
Določeno koncentracijo smo nato uporabljali za nadaljnje poskuse. Po pregledu literature 
smo ugotovili, da so Gantier in sodelavci (2010) pokazali največji odziv pri 0,5 µM 
miRNA. Zato smo poleg 0,5 µM izbrali še 0,1 µM, 0,25 µM, 0,75 µM 1 µM miRNA. 
 
S titracijsko krivuljo smo dokazali, da ima miR-375 in RNA41 največji vpliv na eksocitozo 
pri bolnikih in zdravih posameznikih pri koncentraciji 0,5 µM. Najvišji vpliv miRNA na 
eksocitozo pri koncentraciji 0,5 µM. smo dokazali pri rezultatih svetilnosti in pri rezultatih, 
dobljenih iz deleža CD107a. 
 
5.2 VPLIV VEZIKLOV miR-375 IN RNA41 NA EKSOCITOZO LIMFOCITOV T 
 
Zanimalo nas je, ali se pri veziklu miRNA povečata svetilnost limfocitov T in delež 
CD107a glede na negativno kontrolo z DOTAP. Na tak način smo preverili, ali ima vpliv 
na citotoksičnost DOTAP ali miRNA. Pri RNA41 smo pričakovali nizek ali enak odziv kot 
z negativno kontrolo z DOTAP, saj je RNA41 sintetična RNA brez zaporedja za vezavo v 
človeškem telesu. Povečanje vpliva vezikla miRNA smo dokazali z enosmerno analizo 
varianc. 
 
Iz Slike 7 in 9 je razvidno, da se pri bolnikih in zdravih posameznikih poveča svetilnost 
limfocitov T pri vzorcih z vezikli miR-375. Dokazali smo da, imajo vpliv na eksocitozo 
vezikli miR-375, ne pa kontrola s praznim veziklom iz DOTAP. 
 
Na Sliki 8 in 10 opazimo, da imajo negativna kontrola, prazni vezikel iz DOTAP in vezikli 
RNA41 podoben vpliv na eksocitozo. Pri bolnikih (Slika 8) opazimo višji naklon premice, 
ki povezuje intervala kot pa pri zdravih posameznikih (Slika 10), kjer naklon premice, ki 
povezuje intervala, pada. 
 
V raziskavi smo preverili, ali se svetilnost limfocitov T in delež CD107a povečata ob 
stimulaciji celic z vezikli miR-375 v primerjavi z vezikli RNA41. Tako smo preverili, ali 
smo izbrali pravilno negativno kontrolo oziroma če miR-375 nosi informacijo. 
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Iz Slike 11 in 12 je razvidno, da se svetilnost limfocitov T in delež CD107a pri miR-375 
povečata pri obeh preiskovanih skupinah. Na Sliki 11 opazimo, da ima RNA41 negativen 
vpliv pri zdravih posameznikih, kar pomeni, da RNA41 na eksocitozo ne vpliva. S 
statistično analizo smo potrdili, da ima miR-375 višji vpliv na eksocitozo pri posamezni 
preiskovani skupini kot pa RNA41. 
 
5.2.1 Vpliv proste miR-375 ali RNA41 in medija RPMI 1640 Lg- na eksocitozo 
citotoksičnih limfocitov T 
 
miR-375 je ekstracelularna miRNA, ki se po krvi transportira z ekstracelularnimi vezikli. 
DOTAP je kationski lipid, ki zaradi svojega pozitivnega naboja in elektrostatskih interakcij 
veže negativno nabito miRNA (Regelin in sod., 2000). 
 
Testirali smo negativne kontrole, kjer smo uporabili molekule miR-375 in RNA41 brez 
vezikla ter gojišče RPMI 1640 Lg- z namenom preveriti domnevo, ali katera izmed 
negativnih kontrol aktivira celice T, da le-te sprožijo mehanizem citotoksičnosti. 
 
Iz Slike 13 in 14 je razvidno, da so povprečne vrednosti svetilnost limfocitov T in deleža 
CD107a pri bolnikih in pri zdravih posameznikih pri vseh treh negativnih kontrolah zelo 
podobne. miRNA mora biti v veziklu, da bo vplivala na eksocitozo citotoksičnih 
limfocitov T. 
 
5.2.2 Indeks stimulacije stimuliranih (CD3, CD28) citotoksičnih limfocitov T 
 
Z izračunom indeksa stimulacije citotoksičnih limfocitov T smo preverjali hipotezo, da ima 
miR-375 večji vpliv na eksocitozo pri bolnikih s T1D kot pa pri zdravih posameznikih. 
Indeks stimulacije citotoksičnih limfocitov T smo izračunali tako, da smo delili dobljene 
vrednosti svetilnosti limfocitov T ali deleža CD107a pri miR-375 z vrednostmi RNA41 pri 
isti osebi. 
 
Z indeksom smo želeli pokazati povečanje odziva limfocitov T na stimulacijo z vezikli 
miR-375 v primerjavi z negativno kontrolo vezikli RNA41 pri isti osebi. Pričakovali smo, 
da bo indeks stimulacije limfocitov T pri bolnikih višji kot pri zdravih posameznikih. 
 
Povprečni indeks stimulacije limfocitov T, izračunan iz svetilnosti limfocitov T pri 
bolnikih je bil 1,14; pri zdravih posameznikih pa 1,15. Povprečni indeks stimulacije 
limfocitov T izračunan iz deleža CD107a pri bolnikih je znašal 1,6; pri zdravih 
posameznikih pa 2,5. 
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Iz danih rezultatov smo potrdili, da ima miR-375 podoben vpliv na eksocitozo 
citotoksičnih limfocitov T pri bolnikih in pri zdravih posameznikih in ni pričakovanih 
razlik med preiskovanima skupinama. 
 
5.3 VPLIV VEZIKLOV miRNA NA SEKRECIJO CITOKINOV 
 
Ob uničenju celice β je značilna sekrecija proinflamatornih citokinov in reaktivnih 
kisikovih zvrsti, ki jih izločajo makrofagi, celice NK in nevtrofilci (DiMeglio in sod., 
2018). 
 
Med najpomembnejše citokine za razvoj bolezni spadajo: TNF-α, IL-1β in IFN-γ. 
Izpostavljenost celic β vnetnim citokinom ima za posledico moteno produkcijo in sekrecijo 
inzulina ter uničenje celic z apoptozo (Roggli in sod., 2010). IL-6 je pomemben citokin, ki 
vpliva na vnetne kaskade (Nepom in sod.,2013). 
 
miRNA zaznajo receptorji TLR7/TLR8. Aktivacija TLR7 inducira produkcijo IFN-α, 
medtem ko TLR8 sproži sekrecijo TNF-α (Gantier in sod., 2010). 
 
Z merjenjem sekrecije citokinov smo testirali imunokompetenco in zmožnost produkcije 
citokinov pri posameznem preiskovancu po stimulaciji z vezikli miRNA. 
 
Za določitev vpliva miR-375 in RNA41 na sekrecijo citokinov smo izračunali indeks 
stimulacije limfocitov T, tako da smo izmerjeno koncentracijo (pg/mL) izločenega citokina 
pri vzorcu (vezikel miR-375 ali vezikel RNA41) delili z izmerjeno koncentracijo (pg/mL) 
izločenega citokina z izmerjeno vrednostjo (pg/mL) izločenega citokina pri negativni 
kontroli, praznim veziklom iz DOTAP. Z indeksom stimulacije smo preverili, kako vezikli 
miR-375 in vezikli RNA41 stimulirajo celice, da izločajo citokine, v primerjavi s 
transfekcijskim reagentom DOTAP. 
 
Pričakovali smo, da bo povprečni indeks stimulacije limfocitov T pri veziklih RNA41 
manjši v primerjavi z miR-375. Vezikli RNA41 imajo pri vseh treh preiskovanih citokinih 
manjši vpliv kot vezikli miR-375. S statističnim t -testom za dva neodvisna vzorca smo 
preverjali hipotezo, da bodo imeli vezikli miR-375 večji vpliv na sekrecijo citokinov pri 
bolnikih v primerjavi z zdravimi posamezniki. Dobljeni rezultati pri nobenem od 
preiskanih citokinov niso bili statistično značilni. 
 
Testirali smo vpliv negativnih kontrol RPMI 1640 Lg-, miR-375 in RNA41 na sekrecijo 
citokinov. Z izračunanim indeksom stimulacije limfocitov T smo želeli preveriti 
pomembnost vezikla miRNA na sekrecijo citokinov. Dokazali smo, da miRNA, ki ni v 
veziklu, nima vpliva na sekrecijo citokinov pri bolnikih ali zdravih posameznikih, saj je bil 
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pri vseh treh preiskovanih citokinih indeks stimulacije v primerjavi z indeksom stimulacije 
vezikla zelo nizek.  
 
Dokazali smo, da ob dodatku vezikla miR-375 sekrecija citokinov poteče, kar pomeni, da 
receptorji TLR zaznajo miRNA in sprožijo odziv, vendar ni razlike med bolnikom z 
diabetesom tipa 1 in zdravo posameznikom. 
 
5.4 MOŽNOSTI ZA NADALJNJE DELO 
 
Raziskovalno delo magistrske naloge je eno izmed prvih del, v katerem smo vpliv veziklov 
miRNA na eksocitozo citotoksičnih limfocitov T določali z metodo citotoksičnosti 
CD107a. Ugotovili smo, da transfekcijski reagent DOTAP s svojim delovanjem zniža 
citotoksičnost ter tako vpliva na slabši citotoksičen odziv citotoksičnih limfocitov, zato bi 
v prihodnjih raziskavah bilo potrebno preveriti delovanje in vpliv na citotoksičnost še 
ostalih kationskih lipidov, kot je na primer lipofektamin. 
 
Lipofektamin je kationski lipid, ki se pogosto uporablja za transfekcije s siRNA (Mo in 
sod., 2012). Je eden najpogostejših uporabljenih transfekcijskih reagentov zaradi svoje 
transfekcijske učinkovitosti celičnih linij in ostalih celic z različnimi molekulami DNA, 
RNA in miRNA. V nasprotju z DOTAP je lipofektamin učinkovit reagent, ki se izogne 
aktivnemu intracelularnemu transportu med komponentami citoskeleta in posledično tudi 
razgradnji s kislimi prebavnimi lizosomalnimi kompartmenti (Cardarelli in sod., 2016). 
 
V nadaljnjem delu bi lahko preverili vpliv veziklov mikro RNA na proliferacijo limfocitov 
T. Proliferacija in klonska ekspanzija antigen specifičnih limfocitov je znak odziva 
pridobljenega imunskega sistema. Z merjenjem proliferacijske sposobnosti ugotavljamo 
aktiviranost celic T. (Heinzel in sod., 2018). 
 
Danesh in sodelavci (2014) so pokazali, da eksosomi delujejo preko antigen 
predstavitvenih celic (APC) in vplivajo na T-celično preživetje in proliferacijo. Pokazali so 
tudi, da eksosomi vplivajo na sekrecijo TNF-α v monocitih. 
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 Po pregledu literature smo ugotovili, da je naša raziskava ena izmed prvih, kjer smo 
uporabili test citotoksičnosti CD107a za detekcijo vpliva veziklov mikro RNA na 
eksocitozo citotoksičnih limfocitov T. 
 miR-375 poveča citotoksičen odziv, vendar se odziv stimuliranih (CD3, CD28) 
citotoksičnih limfocitov T, med zdravimi posamezniki in bolniki z diabetesom tipa 
1 ne razlikuje. 
 RNA41 v primerjavi z miR-375 ne poveča citotoksičnega odziva stimuliranih (CD3, 
CD28) citotoksičnih limfocitov T, ker je sintetična RNA molekula, ki nima 
ustreznega zaporedja za prepoznavo ustreznega 3 ̕ UTR zaporedja na mRNA. 
 Transfekcijski reagent DOTAP vpliva na citotoksičnost limfocitov T in na sekrecijo 
citokinov. 
 Vezikli miR-375 povečajo sekrecijo IL-6, TNF-α, IL-1β, vendar se sekrecija 
citokinov pri bolnikih s T1D in zdravih posameznikih ne razlikuje. 
 Vezikli RNA41 nimajo vpliva na sekrecijo citokinov. 
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Diabetes tipa 1 je avtoimunska bolezen, ki se razvije kot posledica uničenja celic β, ki jo 
vršijo citotoksični limfociti T. Posledica uničenja celic β je inzulinska pomanjkljivost in 
nepravilna regulacija krvnega sladkorja. Vpliv na razvoj diabetesa ima tudi genetska 
predispozicija (Faustman in Davis, 2009). Mikro RNA (miRNA) so majhne nekodirajoče 
molekule RNA, ki imajo pomembno vlogo v regulaciji ekspresije genov. Zmanjšano ali 
povečano izražanje določene miRNA lahko vpliva na razvoj različnih bolezenskih stanj. Z 
molekularnimi metodami so pokazali vpletenost določenih miRNA v razvoj diabetesa 
(Roggli in sod., 2010). 
 
Diabetes tipa 1 je heterogena bolezen, na njen razvoj vpliva več dejavnikov; odkritje novih 
biomarkerjev, ki bi nakazovali razvoj in potek bolezni, bi pripomoglo k razvoju novih 
terapevtskih učinkovin, hkrati pa vplivalo na uspešnejše preprečevanje bolezni in njenih 
zapletov. 
 
Zunajcelične miRNA so primeren biomarker za zdravstveni status ali progresijo bolezni pri 
posamezniku, saj so odporne na razgradnjo ribonukleaz, hkrati pa jih najdemo v vseh 
telesnih tekočinah (Roggli in sod., 2010). 
 
Namen magistrske naloge je bil dokazati vpliv veziklov z miRNA (veziklov miRNA) na 
eksocitozo citotoksičnih limfocitov T pri bolnikih z diabetesom tipa 1. Izbrali smo miR-
375, saj je najpogosteje zastopana miRNA v otočkih celic β ter pomembna pri biosintezi in 
sekreciji inzulina. 
 
S testom citotoksičnosti CD107a smo dokazovali vpliv veziklov miRNA na eksocitozo 
citotoksičnih limfocitov T. Dokazali smo, da imajo vezikli miR-375 večji vpliv na 
eksocitozo kot pa vezikli RNA41. Dokazali smo tudi, da imajo vezikli miR-375 enak vpliv 
na eksocitozo pri bolnikih in zdravih posameznikih. 
 
Celice imunskega sistema producirajo vnetne citokine, ki so pomembni za propad celic β 
in razvoj diabetesa tipa 1. Med najpomembnejše citokine za razvoj bolezni spadajo: TNF-
α, IL-1β ter IFN-γ (Roggli in sod., 2010). IL-6 je pomemben vnetni citokin. Preverjali smo 
vlogo miRNA pri sekreciji TNF-α, IL-1β in IL-6. 
 
Dokazali smo, da imajo vezikli miR-375 večji vpliv na sekrecijo TNF-α, IL-1β in IL-6 v 
primerjavi z vplivom veziklov RNA41 pri obeh preiskovanih skupinah. S statističnimi testi 
smo preverili, Vpliv miR-375 na eksocitozo citotoksičnih limfocitov T ali je razlika pri 
vplivu miR-375 na sekrecijo citokinov pri bolnikih in zdravih posameznikih statistično 
značilna. Razlika ni bila statistično značilna; vezikli miR-375 imajo enak vpliv na sekrecijo 
citokinov pri obeh preiskovanih skupinah. 
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